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PARENTERALT ADMINISTRERBARA MIKROPARTIKLiAR 

TEKNISKT OMRAdE 

Foreliggande uppfinning ligger inom omr&det galenis- 
ka f ormuleringar for administration av biologiskt aktiva 
substanser, narmare bestamt mikropartiklar for reglerad 
5 frisattning primart avsedda for parenteral administration 
av biologiskt aktiva substanser, i synnerhet lakemedel. 
Mera speciellt hanfor den sig till ett nytt framstall- 
ningsf orf arande for Scidana partiklar innehSllande en bio- 
logiskt aktiv substans samt till nya partiklar for regle- 
10 rad frisattning, vilka kan erh&llas darigenom. 

BAKGRUND TILL UPPFINNINGEN 

M^nga lakemedel m&ste administreras genom injektion, 
eftersom de antingen utsatts for nedbrytning eller absor- 

15 beras i otillracklig grad d& de ges exempelvis oralt el- 
ler nasal t eller den rektala vagen. En lakemedelsbered- 
ning avsedd for parenteral anvandning mAste uppfylla ett 
antal krav for att kunna godkannas av myndigheterna" for 
anvandning pk manniskor. Den m&ste sAlunda vara biokompa- 

2 0 tibel och bionedbrytbar , och for samtliga anvanda sub- 
stanser och deras nedbrytningsprodukter galler att de 
inte fkr vara toxiska. Dessutom m&ste part ikelf ormiga la- 
kemedel avsedda for injektion vara tillrackligt &mk for 
att passera genom injektionsn&len, vilket f oretradesvis 

25 innebar att de bor vara mindre. an 200 fim, Lakemedlet bor 
ej brytas ned i nSgon storre utstrackning i beredningen 
under framstallning ellelr^lagrihg av"densamma- eller efter 
administration och bor frisattas i en biologiskt aktiv 
form med reproducerbar kinetik. 

30 En klass av polymerer som uppfyller kraven p& bio- 

kompatibilitet och bionedbrytning till oskadliga slutpro- 
dukter ar de linjara polyestrarna baserade pk mjolksyra, 
glykolsyra och blandningar darav. I f ortsattningen kommer 
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dessa polymerer ocksS att gi under benamningen PLGA. PLGA 
bryts ned via esterhydrolys till mjolksyra och glykolsyra 
och har visat sig besitta utmarkt biokompat ibil i tet . Den 
ofarliga naturen hos PLGA kan dessutom exemplif ieras av 
5 att atskilliga parenterala beredningar for fordrojd fri- 
sattning baserade pk dessa polymerer har godkants av myn- 
digheter, daribland US Food and Drug Administration. 

Parenteral t administrerbara produkter for fordrojd 
frisattning pk marknaden idag baserade p& PLGA innefattar 

10 Decapeptyl^"^ (Ibsen Biotech) , Prostap SR^" (Lederle) , De- 
capeptyl® Depot (Ferring) och Zoladex® (Zeneca) . Lake- 
medlen i dessa beredningar ar alia peptider. Med andra 
ord best&r de av aminosyror kondenserade till en polymer 
med relativt 1kg polymerisationsgrad och de uppvisar ej 

15 nSgon valdef inierad tredimensionell struktur. Detta mo j - 
liggor i sin tur vanligtvis anvandning av f orh&llandevis 
stranga betingelser under f ramstallningen av dessa pro- 
dukter. Exempelvis kan strangsprutning och ef terf 61 j ande 
storleksreducering utnyttjas, vilka tekniker inte torde 

20 vara till^tna i samband med proteiner, eftersom dessa 
allmant sett inte klarar s& stranga betingelser. 

Foijaktllgen f oreligger det ocksir behov av- bered- 
ningar med reglerad frisattning for proteiner. Proteiner 
liknar peptider darigenom att de ocks& bestSr av aminosy- 

25 ror, men molekylerna ar storre och flertalet proteiner ar 
beroende av en valdef inierad tredimensionell struktur vad 
betraffar mcinga av sina egenskaper, daribland biologisk 
aktivitet och immunogenic i t et . Deras tredimensionella 
struktur kan forstoras relativt latt, t.ex. av hoga tem- 

3 0 peraturer, ytinducerad denaturering samt i minga fall ex- 
ponering" f or ~organiska" Tosningsmedel- ~En-mycket- al-l-varl ig - 
nackdel i samband med anvandning av PLGA, som ar ett ut- 
markt material i sig, for fordrojd frisattning av protei- 
ner ar darfor behovet av anvandning av organiska 16s- 

3 5 ningsmedel for upplosning av namnda PLGA, med &tf61jande 
risk for att proteinets stabilitet p^verkas negativt och 
att konf ormationsf orandringar hos proteinet leder till en 



immunologisk reaktion hos patienten, vilket kan ge bSde 
en forlust av den terapeutiska effekten genom bildning av 
hammande antikroppar och toxiska biverkningar . Dk det ar 
synnerligen sv&rt att med sakerhet avgora om ett komplext 
protein i alia delar har bibeh&llit sin tredimensionella 
struktur, ar det av stor vikt att undvika att utsatta 
proteinet for betingelser som kan tankas inducera konfor- 
mationsf orandringar . 

Trots stora anstrangningar i syfte att modifiera 
PLGA-teknologin for undvikande av detta inneboende pro- 
blem med proteininstabilitet under f ramstallningsf orf a- 
randet har utvecklingen inom detta omr&de gitt mycket 
l&ngsamt, och huvudanledningen till detta ar sannolikt 
att de tredimensionella strukturerna for flertalet prote- 
iner ar alltfor kansliga for att motst& de anvanda till- 
verkningsbetingelserna och den kemiskt sura mil jo som 
bildas vid nedbrytningen av PLGA-matriser . Den vetenskap- 
liga litteraturen inneh^ller ett flertal beskrivningar av 
stabilitetsproblem vid tillverkningen av mikrosfarer av 
PLGA pk grund av exponeringen for organiska losningsme- 
del. Som ett exempel pk den sura mil jo som bildas vid 
nedbrytningen av PLiGA-matriser har det nyligen visats att- 
pH-vardet i en PLGA-mikrosf ar med en diameter p^ cirka 4 0 
^im visats sjunka till 1,5, vilket ar fullt tillrackligt 
for att denaturera, eller pA annat satt skada, mAnga te- 
rapeutiskt anvandbara proteiner (Fu et al, Visual Eviden- 
ce of Acidic Environment Within Degrading Poly (lactic-co- 
glycolic acid) (PLGA) Microspheres. Pharmaceutical Rese- 
arch, Vol. 17, No 1, 2000, 100-106). I det fall mikrosfa- 
rerna har en storre diameter kan pH-vardet forvantas 
sjunka ytt~erligare p5i" grund av att de-sura nedbrytnings — 
produkterna dk fkr sv&rare att diffundera bort och att 
den autokatalytiska reaktionen intensif ieras . 

Den for narvarande vanligast anvanda tekniken for 
inneslutning ay vattenlosliga substanser, sAsom proteiner 
och peptider, ar anvandning av multipelemulsionssystem. 
Lakemedelssubstansen loses i en vatten- eller buffertlos- 



ning och blandas darefter med ett med vatten oblandbart 
organiskt losningsmedel inneh&llande den upploste polyme- 
ren. En emulsion bildas vilken har vattenfasen som inre 
fas. Olika typer av emulgeringsmedel och kraftig ombland- 
ning utnyttjas ofta for skapande av denna forsta emul- 
sion. Denna emulsion overfores sedan, under omrorning, 
till en annan vatska, vanligtvis vatten, innehillande en 
annan polymer, t.ex. polyvinylalkohol , vilket ger en vat- 
ten/olj a/vat ten- trippelemulsion. Mikrosf arerna bringas 
darefter att h&rdna eller harda pk n&got satt. Det vanli- 
gaste sattet ar att utnyttja ett organiskt losningsmedel 
med 1kg kokpunkt, typiskt diklormetan, och att avdriva 
losningsmedlet . Om det organiska losningsmedlet inte ar 
helt oblandbart med vatten, kan en kontinuerlig extrak- 
tionsprocedur utnyttjas genom tillsats av mera vatten 
till trippelemulsionen. Ett antal variationer av denna 
allmanna procedur beskrivs ocks& i litteraturen. I vissa 
fall blandas den primara emulsionen med en icke-vatten- 
baserad fas, t.ex. silikonolja. Pasta lakemedelsmaterial 
i stallet for upplosta sidana kan ocksS anvandas . 

PLGA-mikrosfarer inneh&llande proteiner beskrivs i 
WO-Al-9013780," dar~ huvuds'ardraget" ar anvandning av- mycket - 
lAga temperaturer under f ramstallningen av mikrosf arerna 
i syfte att bevara hog biologisk aktivitet hos proteiner- 
na. Aktiviteten for inkapslat superoxiddismutas uppmattes 
men enbart pS den del som frisattes trkn partiklarna. 
Denna metod har anvants for framst alining av PLGA- 
mikrosfarer inneh&llande humant t illvaxthormon i WO-Al- 
9412158, varvid man dispergerar humant tillvaxthormon i 
metylenklorid innehillande PLGA, sprayar den erhSllna 

dispersidhen i "en^behallare med- f rusen etanol- med ett- 

skikt av flytande kvave darover i syfte att frysa de fina 
dropparna samt l&ter dessa sedimentera i kvavet pk etano- 
len. Etanolen upptinas darefter och mikrosf arerna bdrjar 
sjunka i etanolen, dar metylenkloriden extraheras i eta- 
nolen och mikrosf arerna bringas att hirdna . Med hjalp av 
denna metodik kan man bibeh^lla proteinstabiliteten batt- 
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re an vid flertalet andra processer for inneslutning av 
proteiner i PLGA-mikrosf arer , och nyligen har ocksA en 
produkt blivit godkand av registreringsmyndigheterna i 
USA. Det Sterstir emellertid fortfarande att entydigt p&- 
5 visa detta ocks^ for andra proteiner och problemet med 
exponering av det inneslutna biologiskt aktiva amnet for 
ett mycket l&gt pH under nedbrytningen av PLGA-mat risen 
kvarst4r , 

Vid de tidigare namnda metodema baserade pi inkaps- 
10 ling med PLGA utsattes dock de aktiva substanserna for 
ett organiskt losningsmedel , och detta ar allmant sett 
skadligt for stabiliteten hos ett protein. Dessutom ar de 
omtalade emulsionsprocesserna komplicerade och sannolikt 
problematiska vid ett forsok till uppskalning till in- 
15 duatriell skala. Vidare ar minga av de organiska los- 
ningsmedel som utnyttjas vid mcinga av dessa processer 
forknippade med miljomassiga problem, och deras hoga af- 
finitet for PLGA-polymeren gor ett avlagsnande svSrt . 

Ett antal forsok att losa ovan beskrivna problem or- 
2 0 sakade av exponering av det biologiskt aktiva amnet for 

en kemiskt sur mil jo under bionedbrytningen av mikrosfar- 

matrisen och" organiska" losnxngsmedel vid tillverknings 

processen har beskrivit. For att undvika sur mil jo under 
nedbrytningen har man forsokt att byta ut PLGA som matris 

2 5 for mikrosf arerna mot en polymer som ger kemiskt neutrala 

nedbrytningsprodukter och for att undvika att utsatta det 
biologiskt aktiva amnet for organiska losningsmedel har 
man forsokt att antingen tillverka mikrosf arerna i forvag 
och forst efter upparbetning och torkning forsokt ladda 

3 0 dem med det biologiskt aktiva amnet, eller forsokt ute- 

sluta" elTer 'b'egransa "de t^organiska losningsmedlet -under 

tillverkning av mikrosf arerna . Ett forfarande for att be- 
gransa den anvanda mangden losningsmedel vid anvandande 
av polymerer som endast kan iosas i organiska losningsme- 
35 del beskrivs i WO 99/20253, vari begransningen erhSlls 
genom att en vattenbaserad PEG-losning anvands for att 
bilda en emulsion. I denna skrift berors inte nigon tek- 



nik for att koncentrera eller solidifiera den biologiskt 
aktiva substans som skall inforlivas i mikropartiklarna . 

Exempelvis har hoggrenad starkelse med relativt llig 
molvikt (maltodextrin, medelmolekylvikt ca 5000 Da) modi- 
fierats kovalent med akrylgrupper for overforing av denna 
starkelse i en form som kan solidifieras till mikrosfarer 
och den erh&llna polyakrylstarkelsen har overforts till 
partikular form genom radikalpolymerisation i en emulsion 
med toluen/kloroform (4:1) som ytterfas (Characterization 
of Polyacryl Starch Micropart icles as Carriers for Prote- 
ins and Drugs. Artursson et al, J Pharm Sci, 73, 1507- 
1513, 1984) . Proteiner kunde infAngas i dessa mikrosfa- 
rer, men tillverkningsbetingelserna utsatter det biolo- 
giskt aktiva amnet for blide organiska losningsmedel och 
hoga skjuvkrafter vid tillverkningen av emulsionen. De 
erh^llna mikrosf arerna loses upp enzymatiskt och pH kan 
forvantas bibeh&llas neutralt. De erh&llna mikrosf arerna 
ar inte lampliga for parenteral administration, speciellt 
upprepad s&dan, av flera skal . Allra vasentligast ar den 
ofullstandiga och mycket lAngsamma bionedbrytbarheten av 
hhdB starkelsematrisen (Biodegrable Microspheres IV. Fac- 
tors Affecting the DistribiaVion and" De'gradatron of Poly 
acryl Starch Microparticles . Laakso et al, J Pharms Sci, 
75, 962-967, 1986) och den syntetiska polymerkedja som 
tvarbinder starkelsemolekylerna . Dessutom ar dessa mik- 
rosfarer alltfor sma, med en diameter <2 \im, for att vara 
lampliga for injektion i vavnaderna for forlangd frisatt- 
ning, dk vavnadsmakrof ager med latthet kan fagocytera 
dem. Forsok att hoja nedbrytningshastigheten och graden 
av nedbrytning genom att infora en potentiellt bioned- 
brytbar este'rgru'pp Tor" att~lDinda "akrylgrupperna till- den - 
hoggrenade starkelsen ledde inte till avsett resultat och 
aven dessa polyakrylstarkelsemikrosf arer bionedbrots 
alltfor l&ngsamt och of ullstandigt under rimliga tidspe- 
rioder (BIODEGRADABLE MICROSPHERES: Some Properties of 
Polyacryl Starch Microparticles Prepared from Acrylic 



acid Esterified Starch. Laakso and Sjoholm. 1987 (76) pp 
935-939. J Pharm Sci . ) . 

Mikrosfarer av polyakryldextran har tillverkats i 
tv&fas-vattensystem (Stenekes et al , The Preparation of 
Dextran Microspheres in an All -Aqueous System: Effect of 
the Formulation Parameters on Particle Characteristics. 
Pharmaceutical Reserach, Vol 15, No 4, 1998, 557-561 and 
Franssen och Hennink, A novel preperation method for po- 
lymeric microparticles without using organic solvents, 
Int J Pharm 168, 1-7, 1998) . Med detta tillvagag&ngssat t 
undviker man att utsatta det biologiskt aktiva amnet for 
organiska losningsmedel men i ovrigt f^r mikrosf arerna 
egenskaper motsvarande de egenskaper som har beskrivits 
for polyakrylstarkelsemikrosfarer ovan, vilket gor dem 
olampliga for upprepad parenteral administration. Med 
tanke pk att manniskan inte har specif ika dextrannedbry- 
tande enzymer bor nedbrytningshastigheten vara annu lagre 
an for polyakrylstarkelsemikrosfarer. Anvandning av dex- 
tran ar ocksi forknippad med en viss risk for allvarliga 
allergiska reaktioner. 

Tillverkning av starkelsemikrosf arer med anvandning 
av icke kemisict modifierad starkelse med utnyttjande av 
en olja som ytterfas har beskrivits (US 4,713,249; Schro- 
der, U., Crystallized carbohydrate spheres for slow rele- 
ase and targeting. Methods Enzymol . 1985 (112) 116-128; 
Schroder, U,, Crystallized carbohydrate spheres as a slow 
release matrix for biologically actived substances. Bio- 
materials 5:100-104, 1984). Mikrosf arerna solidifieras i 
dessa fall genom utfallning i aceton, vilket leder blide 
till att det biologiskt aktiva amnet utsatts for ett or- 
ganiskt Tosningsmedel "bch till att"starkelsens naturliga- 
tendens att solidifieras genom fysikalisk tvarbindning 
inte utnyttjas under tillverkningsprocessen . Detta leder 
i sin tur till mikrosfarer med en inneboende instabilitet 
dk starkelsen efter resuspendering i vatten och vid expo- 
nering for kroppavatskorna kommer att strava efter att 
bilda s&dana tvarbindingar . For att en vatten- i -olja 
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emulsion skall erhillas krava hoga skjuvkrafter och de 
mikrosfarer som bildas ar alltfor smli for att vara lamp- 
liga for parenteral forlangd frisattning. 
I EP 213303 A2 beskrivs f ramstallning av mikrosfarer av 
bland annat kemiskt omodifierad starkelse i tvAfas- vat- 
tensystem, med utnyttjande av starkelsens naturliga for- 
m^ga att solidifieras genom bildning av fysikaliska tvar- 
bindningar, och immobilisering av en substans i dessa 
mikrosfarer i syfte att undvika att exponera den biolo- 
giskt aktiva amnet for organiska losningsmedel . Den be- 
skrivna metodiken, i kombination med den starkelsekval ite 
som definieras, ger inte upphov till fullstandigt bioned- 
brytbara partiklar, De erh&llna partiklarna ar inte hel- 
ler lampliga for injektion, framfor allt for upprepade 
injektioner under langre tid, dA den beskrivna starkelse- 
kvaliten innehaller alltfor hoga mangder av frammande 
vaxtprotein. I motsats till vad som lars ut av detta pa- 
tent har det nu ocks^ overraskande upptackts att betyd- 
ligt battre utbyte och hogre laddning av den biologiskt 
aktiva molekylen kan erhillas om man anvander betydligt 
hogre koncent rati oner av polymererna an vad som kravs for 
att bilda tvafas-vattensystemet "och detta~ leder ocksA — 
till fordelar vad galler betingelserna for att erh&lla 
stabila, icke aggregerade, mikrosfarer och deras stor- 
leksf ordelning. De temperaturbehandlingar som beskrivs ar 
inte anvandbara for kansliga makromolekyler och dejtsamma 
galler upparbetningen som innefattar torkning med anting- 
en etanol eller aceton. 

Alternativa metoder for att i tv&f as-vattensystem 
tillverka mikrosfarer har beskrivits. I US 5 981 719 

ti-llverkas mikropartiklar- genom blandning- av-den- biolo 

giskt aktiva makromolekylen med en polymer vid ett pH 
nara den isoelektriska punkten for makromolekylen och 
stabilisering av mikrosf arerna genom tillforsel av ener- 
gi, foretradelsevis varme , Den lagsta andelen av makromo- 
lekyl, d.v.s. det biologiskt aktiva amnet, i beredningen 
ar 40% och detta ar for de fiesta applikationer for hogt 



och leder till stor osakerhet i den inj icerade mangden 
aktiv substans d& dosen av mikropart iklarna blir alltfor 
lag. Aven om tillverkningsmetoden beskrivs som mild och 
kapabel att bibehAlla den biologiska aktiviteten av det 
infcingade biologiskt aktiva amnet, stabiliseras mikropar- 
t iklarna genom varnining och i de angivna exemplen sker 
uppvarmning till minst 58^*0 i 30 min och i mlinga fall 
till 70-90°C under mot s varande tid, vilket kansliga pro- 
teiner, vars biologiska aktivitet ar beroende av en tre- 
dimensionell struktur, inte kan forvantas t&la, och aven 
i de fall proteinet skenbart har tSlt tillverkningspro- 
cessen foreligger en risk for sm&, men andock icke for- 
sumbara, forandringar i proteinets konf ormation . Som yt- 
terfas anvands alltid en kombination av tvk polymerer, 
oftast polyvi nyl pyrrol i don och PEG, vilket komplicerar 
tillverkningsforfarandet genom att bSda dessa substanser 
ska tvattas bort frSn mikrosfarerna p& ett reproducerbart 
och sakert satt. De bildade mikropartiklarna ar for smk 
(i exemplen anges varden under 0,1 ;xm i diameter) for att 
vara lampliga for parenteral forlangd frisattning efter 
t,ex, subkutan injektion, d4 makrofager, som ar celler 
spec ial'i serade pA att' f agocytera parti klar och som f inns^ 
i vavnaderna, med latthet former att fagocytera mikrosfa- 
rer upp till 5-10, mojligen 20 |xm, och de fagocyterade 
partiklarna lokaliseras intracellulart i lysosomerna, dar 
b^de partiklarna och den biologiskt aktiva substansen 
bryts ned, varvid den terapeutiska effekten gSr forlorad. 
Den mycket ringa part ikelstorleken gor ocksS upparbet- 
ningen av mikrosfarerna mer komplicerad, dA onskvarda me- 
toder, s&som filtrering, inte kan anvandas . Motsvarande 

gal-ler-f or US -5 849 -884 . ^ 

I US 5 578 509 och EP 0 688 42 9 Bl beskrivs anvand- 
ning av tv&f as-vattensystem for tillverkning av makromo- 
lekylara mikropart ikellosningar och kemisk eller termisk 
tvarbindning av de dehydrerade makromolekylerna till 
bildning av mikropart iklar . Det ar i hogsta grad icke 
onskvart att kemiskt tvarbinda den biologiskt aktiva mak- 
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romolekylen, vare sig med sig sjalv eller med mikroparti- 
kelmatrisen, eftersom s&dana kemiska modif ieringar har 
flera allvarliga nackdelar, sSsom reduktion av bioaktivi- 
teten av ett kansligt protein och risk for inducering av 
5 ett immunsvar mot de nya antigena determinanterna p& pro- 
teinet, vilket leder till ett behov av omfattande toxiko- 
logiska studier for att undersoka produktens sakerhet . 
Mikropartiklar som tillverkats genom kemisk tvarbindning 
med glutaraldehyd ar kanda sedan tidigare och anses all- 

10 mant olampliga for upprepad administration parenteralt p& 
manniska. De mikropartiklar som beskrivs i US 5 578 509 
lider generellt av samma nackdelar som beskrivits for US 
5 981 719, med olampliga t illverkningsbetingelser for 
kansliga proteiner, antingen genom att dessa utsatts for 

15 kemisk modifiering eller for skadliga temperaturer , och 
en mikropartikelstorleksfordelning som ar for snav for 
parenteral, forlangd frisattning och som komplicerar upp- 
arbetning av mikrosf arerna efter tillverkning . 

I WO 97/14408 beskrivs anvandning av luftsuspen- 

2 0 sionsteknik for f ramstallning av mikropartiklar for for- 

langd frisattning efter parenteral administration utan 
att det biologiskt aktiva amnet exponeras for organiska 
losningsmedel . Skriften ger emellertid ingen vagledning 
mot forfarandet enligt uppfinningen eller mot de nya mik- 
25 ropartiklar som kan erhSllas darigenom. 

I US 5 470 582 framstalls en mikrosfar bestAende av 
PLGA och inneh&llande en makromolekyl genom ett tv^stegs- 
forfarande, dar sjalva mikrosf aren tillverkas forst med 
utnyttjande av organiska losningsmedel och laddas med 

3 0 makromolekyl en i ett senare steg, dar det organiska 16s- 
~ ^ - ningsmedlet redan -har avlagsnats , Detta f orf aringssatt 

leder till alltfor ligt inneh&ll av det biologiskt aktiva 
amnet, oftast 1-2%, och till att en mycket stor andel 
frisatts omedelbart efter injektion, vilket oftast ar 
35 synnerligen olampligt. Denna alltfor snabba initiala fri- 
sattning ar mycket hog redan vid en laddning av 1% och 
blir an mer uttalad vid hogre innehcill av den aktiva sub- 



stansen i mikrosf arerna , Vid nedbrytningen av PLGA- mat ri- 
sen sjunker pH till nivAer som oftast inte ar acceptabla 
for kansliga makromolekyler , 

Att starkelse teoretiskt ar ett mycket lampligt, 
kanske till och med idealiskt, matrismaterial for mikro- 
partiklar har varit kant under l&ng tid eftersom starkel- 
se inte behover losas i organiska losningsmedel och har 
en naturlig tendens att solidifiera och eftersom det 
finns kroppsegna enzymer som kan bryta ned starkelse till 
kroppsegna och neutrala amnen, i slutanden glukos, samt 
att starkelse, formodligen pk grund av likheten med 
kroppseget glykogen, har visats vara icke immiinogent . 
Trots stora anstrangningar har emellertid starkelse med 
egenskaper som mojliggor tillverkning av mikropart iklar 
lampliga for parenteral anvandning och betingelser som 
mojliggor tillverkning av fullstandigt bionedbrytbara 
mikropartiklar under milda betingelser som tillSter in- 
f&ngning av kansliga biologiskt aktiva substanser, sSsom 
proteiner, ej beskrivits tidigare. 

Starkelsegranuler inneh&ller naturligt f ororeningar , 
s&som starkelseproteiner, vilket gor dem olampliga for 
ihjektion parenteralt". Vid oavsiktlig deponering av icke 
tillrackligt renad starkelse, sisom kan ske vid operatio- 
ner d& m^nga typer av operat ionshandskar ar pudrade med 
stabiliserade starkelsegranuler, kan mycket allvarliga 
biverkningar uppkomma. Starkelsegranuler i sig ar inte 
heller lampliga for upprepad parenteral administration av 
det skalet att de inte ar fullstandigt bionedbrytbara 
inom acceptabla tidsrymder. 

Starkelsemikrosf arer tillverkade av syrahydrolyserad 
och upprenad -starkelse-har anvants- for parenteral -admi— - 
nistration ph manniska. Mikrosf arerna tillverkades genom 
kemisk tvarbindning med epiklorhydrin under starkt alka- 
liska betingelser. Den kemiska modifiering som d^ erholls 
av starkelsen leder till en sankning av bionedbrytbarhe- 
ten sk att mikrosf arerna kan losas upp fullstandigt av 
kroppsegna enzymer, sisom a-amylas, men inte omvandlas 
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fullstandigt till glukos som slutprodukt. Varken till- 
verkningsmetoden eller de erhillna mikrosf arerna ar lamp- 
liga for immobilisering av kansliga proteiner och Scisom 
framgS.r av kontrollf orsoken ar inte heller syrahydrolyse- 
rad starkelse lamplig for f ramstallning av vare sig full- 
standigt biodegraderbara starkelsemikrosf arer eller star- 
kelsemikrosf arer innehAllande en hog laddning av ett bio- 
logiskt aktivt amne, s&som ett protein, 

Hydroxietylstarkelse (HES) administreras parenteralt 
i hoga doser till manniska som en plasmaersattare . HES 
framstalls genom att starkelsegranuler fr&n starkelse be- 
st Sende i stort uteslutande av hoggrenat amylopektin, 
s.k. ''waxy maize", eller vaxartad maj sstarkelse, syrahyd- 
rolyseras for en minskning av molviktsf ordelningen, och 
darefter hydroxietyleras under alkaliska betingelser samt 
syrahydrolyseras ytterligare en ging for att en medelmol- 
vikt kring 200 000 Da skall uppn^s . Darefter utfores fil- 
trering, extraktion med aceton och spraytorkning . Hydrox- 
ietyleringens syfte ar att forlanga effektens varaktig- 
het, da icke modifierat amylopektin bryts ned mycket 
snabbt av a-amylas och dess uppeh&llstid i cirkulation ar 
ca 10 "minuter. HES" ar inte -lamplig for f ramstallning- av 
fullstandigt biodnedbrytbara mikrosfarer innehAllande ett 
biologiskt aktivt amne, eftersom den kemiska modifiering- 
en leder till en avsevard sankning i hastigheten for och 
fullstandigheten i bionedbrytningen och till att starkel- 
sens naturliga tendens att solidifieras genom bildande av 
icke kovalenta tvarbindningar eliminerats. Dessutom blir 
hogkoncentrerade losningar av HES all t for viskosa for att 
vara anvandbara for f ramstallning av mikropartiklar , An- 
-vandningen av-HES-i -dessa hoga -doser- visar- att pa rente- - - 
rait anvandbar starkelse kan tillverkas, aven om HES inte 
ar anvandbar for tillverkning av mikrosfarer utan kemisk 
tvarbindning eller utfallning med organiska losningsme- 
del . 

I WO 99/00425 beskrivs anvandning av varmet^liga 
proteolytiska enzymer med brett pH-optimum for att rena 
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starkelsegranuler frSn ytassocierade proteiner. De er- 
h&llna granulerna ar inte lampliga for parenteral admi- 
nistration de fortfarande inneh&ller de starkelsepro- 
teiner som finns inuti granulerna och det finns risk for 
att rester av de tillsatta proteolytiska enzymerna finns 
kvar i granulerna. Granulerna ar inte heller lampliga for 
tillverkning av parenteralt administrerbara starkelsemik- 
rosfarer i tv&f as-vattensystem, d& de har fel molvikts- 
fordelning for att kunna anvandas i tillrackligt hog kon- 
centration, aven efter upplosning, och i de fall mikro- 
sfarer kan erh&llas ar de troligtvis inte fullstandigt 
biodnedbrytbara . 

Anvandning av skjuvning for att modifiera molvikts- 
fordelningen av starkelse, i syfte att f& fram battre 
starkelse for f ramstallning av tabletter, beskrivs i US 
5,455,342, Den starkelse som erhills ar inte lamplig for 
parenteral administration p^ grund av det hoga inneh&llet 
av starkelseproteiner, som eventuellt kan foreligga i de- 
naturerad form efter skjuvningen, och den erh&llna star- 
kelsen ar inte heller lamplig for f ramstallning av bio- 
nedbrytbara starkelsemikrosf arer for parenteral administ- 
ration~eiler for" anvandning i- tv&f as-vattensystem for 
f ramstallning av dylika starkelsemikrosf arer . 

Det ar i mSnga fall nodvandigt eller onskvart att 
modifiera ett biologiskt aktivt amne, t.ex. lakemedel 
trkn loslig till fast form, t.ex. for att forbattra dess 
stabilitet och/eller mojliggora att pk ett effektivt satt 
framstalla en formulering av amnet ifr^ga. Till exempel 
kan det i en inneslutningsprocess som utnyttjar ett emul- 
sionsforf arande vara nodvandigt att anvanda en fast form 
av- det-biologiskt -akt-iva-amnet -f 6r-att -f A-en hogre-ef fek- 
tivitet genom undvikande av transport till den yttre fa- 
sen, eller gransytan mellan yttre och inre fas, och for 
att bibeh&lla den biologiska aktiviteten av amnet. For 
amnen som t&l stranga tillverkningsbetingelser kan 
strangsprutning och malning anvandas, men for kansliga 
biologiskt aktiva amnen, sAsom proteiner ar det i de all- 
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ra fiesta fall frSga om att erhAlla den fasta formen ge- 
nom kemisk komplexbildning . Ett val kant exempel pS s&dan 
lakemedelsberedning pi marknaden ar kristallint insulin 
komplexbundet med zink. 

Silunda ar det val kant att for proteiner och pepti- 
der har komplexbindning med divalenta metall joner , fore- 
tradesvis zink, utnyttjats sedan lange for att overfora 
det biologiskt aktiva amnet i fast form. Det finns dock 
ett flertal nackdelar med s&dana processer. En nackdel ar 
att det inte ar mojligt att bilda anvandbara komplex av 
alia intressanta biologiskt aktiva amnen och att m&nga 
komplexbildare som anvands i f orskningssammanhang inte ar 
acceptabla for parenteral administration. En annan nack- 
del ar den ofta komplicerade kemin som aven i skenbart 
enkla fall kan krava betydande insatser att t& kontrolle- 
rad och valkarakteriserad. En annan nackdel ar att regi- 
streringsmyndigheterna i vissa lander anser att aven val- 
kanda och marknadsf orda substanser efter dylik komplex- 
bildning ar att anse som en ny kemisk substans, vilket 
leder till krav pi extensiva och mycket dyrbara karakte- 
riseringar kemiskt, sakerhetsmassigt och kliniskt, Ytter- 
ligare nackcielar "introduceras dk den aktiva' subs tansen - - 
ska overforas i fast och torr form, dk detta ofta invol- 
verar spraynings- och torkningsprocesser som ar utrust- 
ningskravande och i m&nga fall kan vara komplexa, Minga 
kansliga amnen tAl inte att utsattas for en luft/vatten- 
eller luf t/organisk-vatskegransyta eller for de skjuvk- 
rafter som kravs for att bilda spraydropparna . Det ar 
inte heller ovanligt att problem med att dispergera eller 
resuspendera den i fast form overforda substansen efter 
"torkningen ^int e * leder ^t iiLl et t -anvandbart- resultat> t . ex . ^ 
pS grund av att dessa partiklar vidhaftar till varandra 
pS ett Scidant satt att de inte kan slis isar med anvan- 
dande av acceptabla betingelser. I flera av dessa proces- 
ser anvands organiska losningsmedel som riskerar att vara 
skadliga for kansliga biologiskt aktiva amnen och perso- 



nal som kommer i kontakt med amnena, samt har en negativ 
inverkan pi miljon. 

I US 5,654,010 och US 5,664,808 beskrivs framstall- 
ning av en fast form av rekombinant humant tillvaxthor- 
mon, hGH, genom komplexbildning tried zink for att skapa 
ett amorft komplex, som sedan mikroniseras genom ett ult- 
ral judsmunstycke och sprayas ner i flytande kvave for att 
frysa dropparna. Det flytande kvavet f&r sedan evaporera 
vid en temperatur pS -80°C och det resulterande materia- 
let frystorkas. Forutom att processen ar komplex och svAr 
att applicera generellt s& innef attar den en spraynings- 
process dar det biologiskt aktiva amnet utsatts for en 
vatten/luf tyta och dar den amorfa form av proteinet som 
bildas suspenderas i metylenklorid. Metylenklorid ar ett 
i hogsta grad oonskat organiskt losningsmedel ur toxiko- 
logisk synpunkt, hide for patienterna och arbetspersona- 
len . 

Ett forfarande for framstallning av parenteral admi- 
nistrerbara mikropartiklar med foljande egenskaper skulle 
silunda vara synnerliga onskvart : 

• ett forfarande som gor det mojligt att inf&nga kans- 
riga biordg~iskt^ aktiva substanser "i~ mikropartiklar 
med bibehAllande av sin biologiska aktivitet; 

• ett forfarande medelst vilket men kan infAnga biolo- 
giskt aktiva substanser under betingelser som inte 
utsatter dessa for organiska losningsmedel, hoga tem- 
peraturer eller hoga skjuvkrafter och som medger att 
dessa bibeh&ller sin biologiska aktivitet; 

• ett forfarande som mojliggor hog laddning av en pa- 
renteralt administrerbar beredning med aven kansliga 

" bio-logiskt aktiva- substanser-. — 

• ett forfarande medelst vilket man kan framstalla en i 
huvudsak fullstandigt bionedbrytbar och biokompatibel 
beredning som ar lamplig att injicera parenteralt och 
vid vars nedbrytning kemiskt neutrala kroppsegna am- 
nen bildas; 



ett forfarande medelst vilket man kan framstalla en 
parenteralt injicerbar beredning med en storlek over 
stigande 2 0 |am och annu hellre overatigande 3 0 i 
syfte att undvika fagocytos av vavnadsmakrof ager och 
forenkla upparbetning av densamma under tillverkning 
en; 

ett forfarande for f ramstallning av mikropartiklar 
innehAllande en biologiskt aktiv substans, vilka kan 
anvandas som mellanprodukt vid f ramstallning av en 
beredning for reglerad, forlangd eller fordrojd fri- 
sattning och som mojliggor rigoros kvalitetskontroll 
av den infSngade biologiska substansens kemiska sta- 
bilitet och biologiska aktivitet; 

ett forfarande som utnyttjar en parenteralt accepta- 
bel starkelse som ar lamplig for f ramstallning av i 
huvudsak fullstandigt bionedbrytbara starkelsemikro- 
partiklar ; 

ett forfarande som gor det mojligt att koncentrera 
eller solidifiera den biologiskt aktiva substans som 
ska inforlivas i en parenteralt injicerbar beredning 
utan anvandning av kemisk komplexbildning; 
ett forfarande" "som gor det mojligt -att -koncentrera - 
eller solidifiera den biologiskt aktiva substans som 
ska inforlivas utan anvandning av kemisk komplexbild- 
ning och med bibehSllande av substansens biologiska 
aktivitet; 

ett forfarande som gor det mojligt att koncentrera 
eller solidifiera den biologiskt aktiva substans som 
ska inforlivas i en parenteralt administrerbar bered- 
ning utan att substansen utsatts for luft/vatten el- 

^ler "luf t/organiskt-^losningsmedelgransytor . - 

ett forfarande som gor det mojligt att koncentrera 
eller solidifiera den biologiskt aktiva substans som 
ska inforlivas i en parenteralt administrerbar bered- 
ning utan anvandning av ett sprayningsf orf arande el- 
ler torkningsforfarande; 



• ett forfarande som gor det mojligt att undvika ett 
rekonstitutionssteg och/eller resuspenderingssteg av 
den biologiskt aktiva substansen fr&n torrt tillst&nd 
utan foreg&ende stabilisering genom inforlivande i 
mikropart iklar ; 

• ett forfarande som gor det mojligt att koncentrera 
eller solidifiera den biologiskt aktiva substans som 
ska inkorporeras utan inforande av ytterligare kemis- 
ka substanser vid utnyttjande av ett tvA-fas- 
vattensystem for tillverkning av mikropart iklar ; 

• en i huvudsak fullstandigt bionedbrytbar och biokom- 
patibel mikropartikular beredning som ar lamplig att 
injicera parenteralt och vid vars nedbrytning kemiskt 
neutrala kroppsegna amnen bildas; 

• en mikropartikular beredning inneh^llande en biolo- 
giskt aktiv substans och med en part ikelstorleksf or- 
delning som ar lamplig for att drageras med hjalp av 
luf tsuspensionsteknik samt med tillrackligt mekaniskt 
hailfasthet for detta andamSl; 

• en dragerad mikropartikular beredning inneh&llande en 
biologiskt aktiva substans, vilken beredning ger en 
kontfdllerad f risattning efter" parenteral- administra- 
tion . 

BESKRIVNING AV UPPFINNINGEN 

Enligt en forsta aspekt av foreliggande uppf inning 
tillhandah&ller denna ett forfarande for f ramstallning av 
mikropart iklar , Narmare bestamt ar det fr&ga om f ram- 
stallning av mikropart iklar som innehiller en biologiskt 
aktiv substans och som primart ar avsedda for parenteral 
"a~dministration"av -denna -substans till -ett daggdj ur-, spe-, 
ciellt manniska- I forsta hand ar det frAga om f ramstall- 
ning av mikropart iklar avsedda for injektion* Eftersom 
mikropart iklarna i forsta hand ar avsedda for injektion, 
ar det f oretradesvis friga om f ramstallning av part iklar 
med en medeldiameter inom intervallet 10-200 ^m, vanligt- 
vis 20-100 ^m och speciellt 20-80 |J,m. 
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Uttrycket "mikropartiklar" anvands harvid i samband 
med uppfinningen som generell benamning for partiklar av 
viss storlek i enlighet med i och for sig kand teknik. En 
typ av mikropartiklar ar silunda mikrosf arer , vilka har i 
5 huvudsak sfarisk form, under det att begreppet mikropar- 
tikel generellt kan innefatta awikelse tr&n sSdan ideal 
sfarisk form. Aven det i och for sig kanda begreppet mik- 
rokapsel faller inom uttrycket mikropartikel i enlighet 
med kand teknik. 
10 Forfarandet enligt foreliggande uppfinning innefat- 

tar narmare bestamt att man 

a) bereder en vattenbaserad losning av den biologiskt ak- 
tiva substans som ska inforlivas i mikropart iklarna, 

b) blandar den i steg a) erh&llna losningen med en vat- 
15 tenbaserad losning av polyetylenglykol (PEG) under sk- 

dana betingelser att den biologiskt aktiva substansen 
koncentreras och/eller solidif ieras , 

c) eventuellt tvattar den i steg b) erhAllna koncentrera- 
de och/eller solidif ierade biologiskt aktiva substan- 

20 sen, 

d) blandar den i steg b) eller c) erhSllna koncentrerade 
~och/eirer"^'solidif ierade biologiskt aktiva substansen 

med en vattenbaserad starkelselosning, 

e) blandar den i steg d) erhillna kompositionen med en 
2 5 vattenbaserad losning av en polymer med form&ga att 

bilda ett tvAf as-vattensystem, s& att det bildas en 
emulsion av starkelsedroppar, vilka innehiller den bi- 
ologiskt aktiva substansen som inre fas i en yttre fas 
av namnda polymerlosning, 
30 f) bringar eller till&ter de i steg e) erhillna starkel- 
- "~sedropparna att sol-idif ieras- t-ill -starkel-semikropar- - 
tiklar , 

g) torkar starkelsemikropart iklarna frcin steg f ) , och 

h) eventuellt applicerar ett f risattningsreglerande holje 
35 av en biokompatibel och bionedbrytbar polymer pk de 

torkade starkelsemikropart iklarna frAn steg f ) , 
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Aven om det rent generellt ar mojligt att inforliva 
biologiskt aktiva substanser i mikropartiklar med hog ef- 
fektivitet d& den biologiskt aktiva substansen foreligger 
i loslig form under inf Angningssteget , ar det i vissa 
5 fall att foredraga att den biologiskt aktiva substansen 
overfors i fast form, Det kan till exempel rora sig om 
att ytterligare stabilisera den biologiskt aktiva sub- 
stansen under inf Angningssteget , att oka utbytet eller 
laddningen ytterligare genom att overfora amnet till en 

10 form som efter blandning med innerfasen (starkelselos- 

ningen) ej kan fordelas ut i ytterfasen eller till grans- 
ytan mellan inner- och ytterfas eller att overfora sub- 
stansen i en form som ar sk inert som mojligt under till- 
verkningen av starkelsemikropartiklarna, detta for att 

15 man exempelvis skall f^ forbattrade egenskaper vad avser 
storleksf ordelningen av mikropartiklarna . 

Det har sSlunda mycket overraskande befunnits att 
PEG, som ofta anvands som polymer for att skapa den yttre 
fasen i ett tv&f as-vattensystem, ocksi kan anvandas for 

20 att koncentrera och/eller solidifiera den biologiskt ak- 
tiva substans som ska infSngas, samt att detta kan utfo- 
ras under milda betrngelser som kan be vara- t. ex. -ett -pro- 
teins tredimensionella konformation och biologiska akti- 
vitet. 

25 Detta forfarande har ett flertal fordelar jamfort 

med tidigare kand teknik. Grundlaggande ar att det inte 
ar alia biologiskt aktiva amnen som gSr att komplexbinda 
kemiskt, t.ex, med zink, och det ar inte alia komplexbil- 
dare som ar acceptabla for parenteral administration. Det 

30 ar for det forsta inte nodvandigt att komplexbinda den 

biorogisktr'aktiva" substanseny foretradesvi-s- ett -protein - 
eller en peptid, for att erhalla koncentrering- 
en/solidif ieringen . Anvandningen av detta forfarande le- 
der for det andra ofta ocksi till battre stabilitet under 

35 inf orlivandet i mikropartiklar jamfort med losligt prote- 
in. Genom att forfarandet inte innef attar ett spraynings- 
eller torkningsf orf arande innan den biologiskt aktiva 
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substansen inforlivas i mikropartiklarna undviker man 
dessutom att utsatta den biologiskt aktiva substansen for 
hoga skjuvkrafter och for gransytor (luft/vatten eller 
luf t/organiskt losningsmedel) . Vidare undviker man aggre- 
5 gering pA grund av elektrostatiska laddningar, nSgot som 
ar mycket vanligt f orekommande for 3m&, torra partiklar. 
Eventuella problem med vatning och resuspendering av ett 
torrt pulver av den biologiskt aktiva substansen kan ock- 
s& undvikas. Rent generellt ar vidare sprayningsf orf aran- 

10 den komplexa och svcirkontrollerade , Inte heller ar det 
nodvandigt att utnyttja processteg som nedfrysning och 
l&ngsam upptining for att overfora det biologiskt aktiva 
amnet i torr form. 

For steg a) av forfarandet enligt uppfinningen gall- 

15 er att den vattenbaserade losningen av den biologiskt ak- 
tiva substansen beredes medelst inom omrSdet val kanda 
metoder, vilka inte behover beskrivas narmare har. Grund- 
laggande ar dock naturligtvis att losningen beredes under 
3& milda betingelser, framst vad galler temperatur och 

20 omrorning, att den biologiskt aktiva substansens bioakti- 
vitet bevaras . Ofta anvands dessutom inom omrSdet valkan- 

da, for parent era It bruk acceptabla,—buf f ertsubstanser 

for kontroll eller reglering av losningens pH-varde. Vid 
behov kan dessutom ocksS inom omrAdet valkanda och for 

25 parenteralt bruk acceptabla amnen anvandas for exempelvis 
justering av jonstyrka och osmolaritet . Den erh^llna los- 
ningen kan, nar sS onskas, steriliseras medelst exempel- 
vis sterilf iltrering . 

Genom anvandningen av den vattenbaserade losningen 

30 av polyetylenglykol i steget b) kan en koncentrering av 

^eh~bior6giskt aktiva substansen^ -t . ex .- ett- protein, er- - 
hillas. Denna koncentrering resulterar ofta i att den bi- 
ologiskt aktiva substansen faller ut, dvs bildar en fan- 
ning, och att det darigenom bildas solida eller fasta 

35 partiklar. Detta kan exempelvis pivisas med hjalp av 

1 jusmikroskopisk undersokning . processen ofta genomfo- 
res snabbt, ar partiklarnas struktur oftast amorf . Aven 
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andra former av partiklar, t.ex. kristaller och underkylt 
glas, innefattas emellertid i uppf inningen, beroende p& 
hur processen genomf ores . 

I begreppet koncentreras ligger emellertid ocksS det 
5 fall d& den biologiskt aktiva substansen inte faller ut 
utan enbart bildar en mer eller mindre hogviskos losning. 
Inotn begreppet solidifieras ligger sAlunda aven det fail 
dk en sAdan hogviskos losning bildar s& stabila droppar 
att den i praktiken kan hanteras och inforlivas i mikro- 
10 partiklar p& i huvudsak samma satt som om den vore en 

fanning. Den koncentrerade/solidif ierade biologiskt ak- 
tiva substansen kan ^terfinnas i mikropartikelmat risen i 
form av oar eller diskreta partiklar. 

En utforingsf orm av forfarandet enligt uppfinningen 
15 representeras s&lunda av det fall d& stag b) utfores sh 
att solidif ieringen av den biologiskt aktiva substansen 
leder till utf alining av densamma. 

En annan utforingsf orm innebar att steg b) utfores 
sk att solidif ieringen av den biologiskt aktiva substan- 
20 sen leder till en hogviskos losning, vilken uppvisar for- 
mAga att bilda vid rumstemperatur hanterbara droppar. 

Ytteriigare en utforingsf orm av forfarandet innebar 
att steg b) utfores till en reversibelt solidifierad ak- 
tiv substans. 

25 Annu en utf oringsf orm av forfarandet innebar att den 

solidif ierade biologiskt aktiva substansen bildar en pel- 
let eller en hogviskos eller fast bottenfas vid centrifu- 
gering eller ultracentrifugering . 

Med reversibelt solidifierad menas generellt att 

30 if rSgavarande biologiskt aktiva substans vid upplosning, 
i" for varj~e~uhik~b'iorogiskt -aktiv- substans- lampligt -medi- 
um och under lampliga betingelser, och/eller vid frisatt- 
ning frSn mikropartiklarna in vitro och/eller in vivo 
citerf^s i vasentligen samma form, s&val kemiskt som bio- 

35 logiskt, som den hade fore koncentrering- 
en/solidif ieringen med polyetylenglykol . 
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Att den solidif ierade biologiskt aktiva substansen 
bildar en pellet eller en hogviskos eller fast bottensats 
vid centrifugering eller ultracentrif ugering ar ett satt 
for pavisande av den onskade koncentrering- 
5 en/solidif ieringen. Detta innebar dessutom att substansen 
ifr&ga foreligger i annan fysikalisk form an den losliga 
form som foreligger i steg a) efter beredningen av den 
vattenbaserade losningen . 

Att den biologiskt aktiva substansen foreligger i 

10 koncentrerad form innebar generellt att den foreligger i 
en koncentration som overstiger den koncentration, vilken 
kan erh&llas vid upplosning av substansen ifrSga i ett 
vattenhaltigt medium, med eller utan stabilisatorer och 
loslighetsbef ramjande amnen, och under bibeh&llande av 

15 biologisk aktivitet och kemisk stabilitet. 

Huruvida steg c) av forfarandet enligt uppfinningen 
behover utforas eller e j , dvs om den erh&llna koncentre- 
rade och/eller solidif ierade aktiva substansen skall 
tvattas, och i 3& fall i vilken omfattning, f^r avgoras i 

2 0 varje enskilt fall och beror bl.a. p& hur stor andel av 
den biologiskt aktiva substansen som foreligger i lost 
form i PEG-16sningen, bm' den losta substansen -a-r -till- — 
rackligt stabil i denna form for att kunna inforlivas i 
mikropartiklarna utan att alltfor stor mangd oonskade 

2 5 nedbrytningsprodukter bildas, vilken effekt denna 16s ta 

subs tans har pk tillverkningen av mikropartiklarna, om 
man onskar anvanda andra betingelser, t.ex. vad galler 
koncentration av och medelmolekylvikt for PEG, samt pH 
och jonstyrka, an vad som anvandes i steg b) , om PEG ut- 

3 0 gor en stabilisator for den biologiskt aktiva substansen 

1 sig~ erier^ genom~att -brbehSl-la -substansen -i-ol6st - f orm 

eller forhindra adsorption till ytor. 

Sjalva tvattningen av den koncentrerade och/eller 
solidif ierade aktiva substansen kan ske medelst inom det- 
3 5 ta teknikomrSde etablerade lampliga tekniker. I den allra 
enklaste formen kan centrif ugeringstvattar anvandas, och 
i mcinga fall ar aven filtrering anvandbar. I det senare 
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fallet anvands f oretradesvis betingelser under vilka den 
koncentrerade och/eller solidif ierade aktiva substansen 
inte tillits torka, d& detta kan leda till exempelvis 
klumpbildning, och tiden for processen forkortas genom 
5 applicering av tryck. Fundamental t ar givetvis att den 
vatska som anvands inte fkr losa upp den koncentrerade 
och/eller solidif ierade aktiva substansen, och vilka be- 
tingelser som ar lampliga fir avgoras for varje enskild 
biologiskt aktiv substans. I minga fall kan s&dana be- 

10 tingelser valjas vad avser buf f ertsammansattning, till- 
satsamnen och temperaturer att detta krav uppfylls, och 
nodvandig information kan fSs frSn litteraturen eller via 
enkla experiment. Naturligtvis kan tillsats av polymerer 
anvandas for undvikande av upplosning av den koncentrera- 

15 de och/eller solidif ierade aktiva substansen, och i det 
allra enklaste fallet anvands samma sammansattning pk 
PEG-losningen som d^ koncentreringen/solidif ieringen 
genomf ordes . 

En starkelse som ar speciellt lamplig i samband med 

20 forfarandet enligt uppf inningen, liksom ett forfarande 
for f ramstallning av denna, finns noggrant beskriven i 
den svenska patehtansokningen med iniamningsdag-^GOO-lG- 
oe och med titeln "Farmaceutisk acceptabel starkelse". 
Detaljer avseende starkelsen och dess f ramstallning kan 

2 5 med andra ord hamtas tr&n namnda svenska patent ansokan, 
vars innehail i detta avseende s&lunda harmed upptas i 
foreliggande text via referens. 

De viktigaste sardragen for s&dan starkelse kommer 
emellertid att beskrivas nedan. For att fullstandigt 

30 bionedbrytbara mikropartiklar med hogt utbyte av den ak- 
tiva" substansen skail bildas- i -ett -tv&f as-vattensystem^ _ 
och for att de erhdllna starkelsemikropart iklarna skall 
uppvisa de egenskaper som kommer att beskrivas nedan m&s- 
te starkelsen generellt till overvagande del best& av 

35 hoggrenad starkelse, som i det naturliga tillst&ndet i 

starkelsegranulen benamns amylopektin. Den skall dessutom 
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ha en molekylviktsf ordelning som gor det mojligt att upp- 
nk onskade koncentrationer och gelningshastigheter . 

I detta sammanhang kan det tillaggas att begreppet 
bionedbrytbar innebar att mikropartiklarna efter parente- 
ral administration loses upp i kroppen till kroppsegna 
substanser, i slutanden t.ex. glukos . Bionedbrytbarheten 
kan bestammas eller undersokas genom inkubation med lamp- 
ligt enzym, t,ex. alfa-amylas, in vitro. Det ar harvid 
lampligt att tillsatta enzymet ett flertal g&nger under 
inkubationsperioden, sk att man darigenom forsakrar sig 
om att det finns aktivt enzym narvarande i inkubations- 
blandningen hela tiden. Bionedbrytbarheten kan aven un- 
dersokas genom parenteral injicering av mikropartiklarna, 
t.ex. subkutant eller intramuskulart , och histologisk un- 
dersokning av vavnaden som en funktion av tiden. 

Bionedbrytbara starkelsemikropartiklar forsvinner 
normalt fx&n vavnaden inom n&gra veckor och oftast inom 
en vecka. I de fall d& starkelsemikropartiklarna ar over- 
dragna med ett f risattningsreglerande holje, t.ex. drage- 
rade, ar det oftast detta holje som avgor hastigheten for 
bionedbrytbarheten, vilken i sin tur avgor nar alfa- 
amylas blir tillgangligt "f or" starkeTsematrisen . ' - 

Biokompatibiliteten kan ocks& undersokas genom pa- 
renteral administration av mikropartiklarna, t.ex. subku- 
tant eller intramuskulart , och histologisk utvardering av 
vavnaden, varvid det ar viktigt att beakta att den biolo- 
giskt aktiva substansen, som ofta ar ett protein, i sig 
uppvisar form&ga att inducera t.ex. ett immunforsvar i 
det fall den administreras i en annan art, Exempelvis kan 
s^lunda mAnga rekombinant framstallda manskliga proteiner 
ge upphov~till~immunsvar ~i f orsoksdjur .* - - - - — 

Starkelsen mSste vidare ha en renhet som ar accepta- 
bel for tillverkning av en parenteralt administrerbar be- 
redning. Den m&ste aven kunna bilda tillrackligt stabila 
losningar vid tillrackligt hog koncentration for att mo j - 
liggora inblandning av den biologiskt aktiva substansen 
under betingelser som medger att substansens bioaktivitet 



bibeh^ills, samtidigt som den spontant m&ste kunna solidi- 
fiera§ p& ett kontrollerat satt for att stabila, men sam- 
tidigt bionedbrytbara, mikropartiklar skall erh&llas. Hog 
koncentration av starkelsen ar ocksA viktig for att for- 
hindra att den biologiskt aktiva substansen fordelas ut i 
oacceptabel utstrackning till den yttre fasen eller till 
gransytan mellan den inre och den yttre fasen. 

Ett antal foredragna ut f oringsf ormer med avseende pS 
starkelsens karaktar ar foljande. 

Starkelsen bar lampligen ett inneh&ll av amylopektin 
overstigande 85 vikt-%, dar molekylvikten for namnda amy- 
lopektin ar reducerad, f oretradesvis genom skjuvning, sk 
att minst 80 vikt-% av materialet ligger inom intervallet 
10-10000 kDa. 

Vidare bar starkelsen lampligen ett aminosyrakvave- 
inneh&ll under stigande 50 ^g per g torrvikt starkelse. 

Starkelsen bar f oretradesvis en renhet av hogst 2 0 
^g, annu hellre hogst 10 ^g och allra heist hogst 5 i^g, 
aminosyrakvave per g torrvikt starkelse. 

Molekylvikten for ovannamnda amylopektin ar foretra- 
desvis reducerad, f oretradesvis genom skjuvning eller ge- 
nom enzymatisk^ hydro lys, till exempel med isoamylas , sk 
att minst 80 vikt-% av materialet ligger inom intervallet 
100-4000 kDa, annu hellre 200-1000 kDa och allra heist 
300-600 kDa, 

Starkelsen bar vidare f oretradesvis ett inneh^ll av 
amylopektin med if r&gavarande reducerade molekylvikt 
overstigande 95 vikt-%, annu hellre overstigande 98 vikt- 
%. Den kan dessutom naturligtvis till 100 vikt-% besti av 
s&dan amylopektin. 

Enligt en anhah foredragen utf oringsf orm ar -starkel- - 
sen av s&dan art att den kan losas i vat ten i en koncent- 
ration overstigande 25 vikt-%. Detta innebar generellt 
formSga att losa sig i vatten i enlighet med i och for 
sig kand teknik, dvs vanligtvis upplosning vid forhojd 
temperatur, exempelvis upp till approximativt SO^'C. 
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Enligt ytterligare en foredragen ut f oringsf orm gall- 
er att starkelsen i huvudsak saknar kovalent bundna extra 
kemiska grupper av det slag som forekommer i hydroxie- 
tylstarkelse . Med detta menas generellt att starkelsen 
5 vasentligen enbart innehSller s&dana grupper som finns i 
naturlig starkelse och inte har modifierats pk annat 
satt, sAsom i exempelvis hydroxietylstarkelse . 

En^annan foredragen utf oringsf orm innebar att star- 
kelsen har ett endotoxininnehSill understigande 2 5 EU/g. 
10 Ytterligare en foredragen utf oringsf orm innebar att 

starkelsen inneh&ller mindre an 100 mikroorganismer per 
gram, ofta t o m mindre an 10 mikroorganismer per gram. 

Starkelsen kan vidare definieras som att den ar i 
huvudsak renad fr&n ytlokaliserade proteiner, lipider och 
15 endotoxiner medelst tvattning med vattenbaserad alkali - 

losning, molekylviktsreducerad medelst skjuvning samt re- 
nad fr&n invandiga proteiner medelst jonbyteskromatogra- 
fi, f oretradesvis anjonbyteskromatograf i . 

Vad betraffar renheten i alia dessa sammanhang gall- 
20 er generellt att uttryck av typen "vasentligen" eller "i 
huvudsak" oftast innebar till minst 90 %, t.ex. 95 %, 99 

~ ~% eller 99/9 r.- ' " ' - - 

Att amylopektin utgor huvudbestSndsdelen i den an- 
vanda starkelsen innebar generellt att dess andel ar 60- 
25 100 vikt-%, raknat pk torrvikt starkelse. 

I vissa fall kan det harvid vara gynnsamt att anvan- 
da en mindre andel, t.ex. 2-15 vikt-%, kortkedj ig amylos 
for modif iering av gelningshastigheten i steg f ) . Medel- 
molekylvikten for namnda amylos ligger f oretradesvis inom 
30 intervallet 2,5-70 kDa, speciellt 5-45 kDa. Ovriga detal- 

jer-betraf fande- kortkedj ig amylos kan -hamtas- fr&n US-pa- _ 

tentskrift 3,881,991. 

Vid bildandet av den starkelselosning som anvands i 
steg d) anvands generellt uppvarmning enligt i och for 
3 5 sig kand teknik for upplosning av starkelsen. En speci- 
ellt foredragen utf oringsf orm innebar harvid samtidigt 
att man loser upp starkelsen under autoklavering, varvid 
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den ocks^ f oretradesvis steriliseras . Denna autoklavering 
genomfors i vattenhalt iga losningar, t.ex. vatten for in- 
jektion eller lamplig buffert. 

Om den biologiskt aktiva substansen ar ett kansligt 
5 protein eller annan temperaturkanslig substans, f&r star- 
kelselosningen svalna till lamplig temperatur innan den 
f arenas med substansen ifr&ga, Vilken temperatur som ar 
lamplig avgors i forsta hand av varmestabiliteten for den 
biologiskt aktiva substansen, men rent generellt galler 
10 att en temperatur understigande ca SO^C, annu hellre un- 
derstigande 55°C, ar lamplig. 

Enligt en foredragen utf oringsf orm forenar man dar- 
fdr den aktiva substansen, eller de aktiva substanserna, 
med starkelselosningen vid en temperatur av hogst 60^*0, 
15 annu hellre hogst 55'=*C, och f oretradesvis inom interval- 
let 20-45°C, speciellt 30-37'*C. 

For blandningsoperationen i steg d) galler vidare 
att man lampligen anvander sig av ett vikt f orhAllande 
starkelse : biologiskt aktiv substans inom omrAdet frin 3:1 

20 till 10000:1 

For blandningsoperationen galler dessutom, s&som har 
omtalats ovanV att den aktiva substansen koneent-re- 
ras/solidif ieras med utnyttjande av en PEG-losning innan 
den blandas med starkelselosningen. Det ar mojligt att 

25 satta starkelselosningen till den biologiskt aktiva sub- 
stansen eller vice versa. Darefter skapas en homogen for- 
delning av den koncentrerade/solidif ierade aktiva sub- 
stansen i starkelselosningen medelst lamplig teknik, S^- 
dan teknik ar valkand inom omrlidet, varvid som exempel 

30 kan namnas magnetomrorning, propel leromrorning eller an- 

vandning av en- eller f lera stat-iska mixrar- 

Vid f rams tall ningen av starkelsemikropartiklarna en- 
ligt foreliggande uppf inning bor koncentrat ionen av star- 
kelse i den losning som skall overforas till fast form, 

35 och i vilken den biologiskt aktiva substansen skall in- 

forlivas, vara minst 20 vikt-% for att starkelsemikropar- 
tiklar med goda egenskaper skall bildas. Exakt vilken 
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starkelsekoncentration som fungerar bast i varje enskilt 
fall kan p& ett enkelt satt titreras ut for varje enskild 
biologiskt aktiv substans vid den laddning i mikropari- 
klarna som onskas i det enskilda fallet. Det bor i detta 
5 sammanhang observeras, att den biologiskt aktiva substans 
som skall inforlivas i mikropartiklarna kan piverka tvA- 
fas-systemet och starkelsens gelningsegenskaper , vilket 
likas& innebar att sedvanliga for-forsok utfors i syfte 
att bestamma de optimala betingelserna i det enskilda 

10 fallet. Oftast visar forsok att starkelsekoncentrationen 
med fordel bor vara minst 30 vikt-% och i vissa speciella 
fall minst 40 vikt-%, Som hogsta grans galler vanligtvis 
50 vikt-%, speciellt hogst 45 vikt-%. Det ar normalt inte 
mojligt att erh&lla dessa hoga starkelsekoncentrationer 

15 utan anvandning av molekylviktsreducerad, hoggrenad star- 
kelse . 

Betraffande den polymer som anvants i steg e) i syf- 
te att bilda ett tv&f as-vattensystem galler att det inom 
just detta teknikomr&de finns publicerad information om 

20 ett stort antal polymerer med formSga att bilda tvSfas- 
system med starkelse som inre fas. Alia s&dana polymerer 
fSr anses' rigga inom ramen for f ore! iggande uppf inning.— 
En speciellt lamplig polymer i detta sammanhang ar dock 
polyetylenglykol , Foretradesvis uppvisar denna polyety- 

25 lenglykol en medelmolekylvikt av 5-35 kDa, annu hellre 
15-25 kDa och speciellt ca 20 kDa. 

Polymeren loses upp i lamplig koncentration i vat- 
ten- eller vattenbaserad losning, vilket uttryck aven in- 
nef attar buffert losning, och tempereras till lamplig tem- 

30 peratur. Denna temperatur ligger foretradesvis inom in- 

terva-llet- 4 --5 0''C, annu hellre- 10 - 4 0°G och -oftast^ -10 - 37-^C-.- - 

Koncentrationen av polymeren i den vattenbaserade los- 
ningen ar lampligen minst 2 0 vikt-% och foretradesvis 
minst 30 vikt-%, och lampligen hogst 45 vikt-%. Ett spe- 

35 ciellt foredraget intervall ar 30-40 vikt-%. 

Blandningsoperationen i steg e) kan utforas pk mSnga 
olika satt, t.ex. genom anvandning av propel leromrorning 



eller minst en statisk mixer. Blandningen ut fores normalt 
inom temperaturomr^det 4-50*^0, f oretradesvis 20-40^C, ofta 
ca ll^'C, Vid ett satsvis forfarande kan starkelselosning-' 
en sattas till polymerlosningen eller vice versa. I det 
fall statiska mixrar eller blandare utnyttjas, utfores 
operationen lampligen darigenom att de bSda losningarna 
pampas i tvi separata rorledningar in i en gemensam ror- 
ledning som innehSller blandarna. 

Emulsionen kan hi Idas under anvandning av l&ga 
skjuvkraf ter, d& det inte foreligger n^gon hog ytspanning 
mellan faserna i vatten/vatten-emulsioner, till skillnad 
fr&n olja/vatten- eller vatten/ol ja-emulsioner , och dA 
det primart ar starkelselosningens viskositet som skall 
overvinnas for att dropparna skall uppn& viss storleks- 
fordelning. I de fiesta fall ar det tillrackligt med mag- 
net- eller propelleromrorning. I storre skala, t.ex. d^ 
den mangd mikropartiklar som skall framstallas overstiger 
50 g, ar det lampligt att anvanda s,k. bafflar for erh&l- 
lande av en annu effektivare omrorning i den anvanda be- 
hAllaren. Ett alternativt satt for att bilda vat- 
ten/vatten-emulsionen ar anvandning av minst en statisk 
mixer, varvid starkelselosningen lampligen pumpas-med-re- 
glerad hastighet i ett ror, vari de statiska mixrarna bar 
placerats. Pumpningen kan ske med vilken lamplig pump som 
heist, forutsatt att den ger jamn f lodeshast ighet under 
dessa betingelser, inte utsatter blandningen for onodigt 
hoga skjuvkrafter och ar acceptabel for tillverkning av 
parenterala beredningar vad avser renhet och fr&nvaro av 
lackage av oonskade substanser. Aven i de fall d& statis- 
ka mixrar anvands for skapande av emulsionen ar det of- 
~ t:ast~fofdelaktigt- att-lAta sol-idif ieringen till mikropar- 
tiklar ske i ett karl med lamplig omrorning. 

En foredragen utf oringsf orm av forfarandet enligt 
uppfinningen innebar att man i steg e) satter polymerlos- 
ningen till kompositionen i minst tvSi steg, dar en till- 
sats sker efter det att emulsionen har skapats eller bor- 
j at skapas . 



Det ligger naturligtvis ocks& inom ramen for fore- 
liggande uppf inning att tillsatta polymerlosningarna i 
flera steg och att darvid exempelvis andra medelmolekyl- 
vikten och/eller koncentrationen av den anvanda polyme- 
ren, t.ex, for att oka koncentrationen av starkelse i den 
inre fasen, i de fall detta ar onskvart . 

Blandningsoperationen i steg e) utfores dessutom 
lampligen under s&dana betingelser att de bildade Star- 
ke Isedropparna f&r den for mikropartiklarna onskade stor- 
leken, dvs f oretradesvis en medeldiameter, i torrt till- 
st&nd, inom inteirvallet 10-200^Tn, annu hellre 20-100|im 
och heist 20-80^m. 

Viktigt i samband med solidif eringen av mikropartik- 
larna ar att denna sker under betingelser som ar milda 
for den ingliende biologiskt aktiva substansen, eller sub- 
stanserna. Primart ar det med andra ord fr&ga om att an- 
vanda sig av en temperatur som inte ar skadlig for den 
narvarande substansen. Det har harvid overraskande visat 
sig, att kriterierna for detta och for att det skall bil- 
das stabila mikropartiklar med lamplig storleksf ordelning 
lattare kan uppfyllas om man under solidif ieringen anvan- 
der sig av mera In "en temperatur eller tempera turniv&-. - - 
Speciellt fordelaktigt ar det om man inleder solidifie- 
ringsprocessen i tv&f as-systemet vid lagre temperatur an 
den temperatur som anvands i slutfasen av solidif iering- 
en. En foredragen utf oringsf orm innebar att man inleder 
solidif ieringen inom intervallet 1-20°C, f oretradesvis 1- 
10^*0, speciellt runt 4®C, och avslutar densamma inom in- 
tervallet 20-55°C, foretradesvis 25-40°C, i synnerhet runt 
3 7^*0 . 

Eh bekrafte'lse pS att de- valda betingelserna- ar-kor^ 
rekta eller lampliga kan man f^ genom att konstatera att 
starkelsemikropartiklarna har onskad storleksf ordelning, 
ar stabila under de ef terfol jande tvattnings- och tork- 
ningsoperationerna och loses upp i huvudsak fullstandigt 
enzymatiskt in vitro och/eller att den inforlivade sub- 
stansen har kapslats in ett effektivt satt och har bi- 



31 

beh&llen bioakt ivitet . Det sistnamnda undersoks vanligt- 
vis med hjalp av kromatograf iska metoder eller med hjalp 
av andra inom tekniken etablerade metoder, in vitro eller 
in vivo, efter upplosning av mikropartiklarna enzymatiskt 
5 under milda betingelser, och ar en viktig del i att for- 
sakra sig om ett robust och sakert tillverkningsf orf aran- 
de for kansliga biologiskt aktiva substanser. Det ar en 
stor fordel att mikropartiklarna kan losas upp fullstan- 
digt under utnyttjande av milda betingelser, dk man dar- 
10 igenom minimerar riskerna for preparationsinducerade ar- 
tefakter, som ar vanligt forekommande d& exempelvis orga- 
niska losningsmedel behova for upplosning av mikropartik- 
larna, vilket exempelvis ar fallet d^ dessa bestir av en 
PLGA-matris . 

15 De bildade mikropartiklarna tvattas f oretradesvis p& 

lampligt satt, for avlagsnande av yttre fas och av over- 
skott av aktiv substans . S&dan tvattning sker lampligen 
genom filtrering, vilken mojliggors av mikropart iklarnas 
goda mekaniska stabilitet och lampliga storleksf ordel - 

2 0 ning. Ofta kan det ocksli vara lampligt med tvattning me- 
delst centrif ugering, avlagsnande av supernatanten och 
resuspendering i tvattnirigs~mediet . Vid" varj^ tvattnings- 
forfarande anvands ett eller flera lampliga tvattningsme - 
dier, vilka oftast ar buf f erthaltiga vattenlosningar . I 

2 5 samband harmed kan ocksi siktning vid behov anvandas for 

justering av mikropart iklarnas storleksf ordelning , exem- 
pelvis for eliminering av inneh&llet av alltfor smS mik- 
ropartiklar och for sakerstallande av att inga mikropar- 
tiklar over en viss storlek finns narvarande i den fardi- 

3 0 ga produkten. 

forkninger^ a^ mikropart ikrarna" kan -ske -p&-nagot- 

lampligt satt, t.ex. genom spraytorkning, frystorkning 
eller vacuumtorkning . Vilken torkningsmetod som valjs i 
det enskilda fallet beror ofta p& vad som ar lampligast 
3 5 for bibeh&llande av den biologiska akt ivitet en for den 
inneslutna biologiskt aktiva substansen. Aven processo- 
vervaganden kommer in i bilden, sisom kapacitet och ren- 
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hetsaspekter . Prystorkning ar ofta den foredragna tork- 
ningsmetoden, d& den ratt utformad ar synnerligen mild 
med avseende p& den inneslutna biologiskt aktiva substan- 
sen. Att den inforlivade biologiskt aktiva substansen har 
5 bibehSllit sin bioaktivitet kan faststallas tnedelst for 
substansen lamplig analys efter enzymatisk upplosning av 
substansen under milda betingelser. Lampliga enzymer for 
anvandning i samband med starkelse ar alfa-amylas och 
amyloglukosidas, var for sig eller i kombination, varvid 

10 de i forekommande fall bor ha konstaterats vara fria frAn 
eventuella proteaser, som kan bryta ned proteiner, Narva - 
ro av proteaser kan detekteras med inom omrAdet kanda me- 
toder och t ex genom att man i kontrollf orsok blandar den 
biologiskt aktiva substansen och bestammer dess integri- 

15 tet p& sedvanligt satt efter inkubation med den avsedda 
enzymblandningen under de betingelser som sedan ska an- 
vandas for upplosning av mikropartiklarna . I de fall pre- 
parationen konstateras inneh&lla kontamination av protea- 
ser, kan den bytas mot en preparation med hogre renhet 

2 0 eller renas fr&n proteaser. Detta kan goras med inom om- 

ridet kanda tekniker, t ex genom kromatografi med a2- 
makrogloburin bundet till lampligt kromatograf imaterial. - 
For modifiering av f risattningsegenskaperna for mik- 
ropartiklarna kan man dessutom eventuellt ocksS. applicera 
25 ett f risattningsreglerande holje av en biokompatibel och 
bionedbrytbar polymer. Exempel p& lampliga polymerer i 
detta sammanhang finns i den kanda tekniken, och speci- 
ellt kan polymerer av mjolksyra och glykolsyra (PLGA) 
namnas- Appliceringen av if r^igavarande holje sker fore- 

3 0 tradesvis med hjalp av luf tsuspensionsteknik. En speci- 

ellt lamplig sSdah teknik -finns beskriven i WO9-7/l-4408.,_ „ 
och detaljer i detta avseende kan sAlunda hamtas fr&n 
denna skrift, vars inneh&ll harmed upptas i texten via 
referens. De starkelsemikropartiklar som erhAlles medelst 
3 5 forfarandet enligt foreliggande uppf inning ar ytterst val 
lampade for dragering eller belaggning med hjalp av namn- 
da luf tsuspensionsteknik, och de erh^llna belagda mikro- 



partiklar-na ar synnerligen val lampade for parenteral ad- 
ministration. 

Vid anvandning av de framstallda mikropartiklarna, 
vare sig de ar belagda med ett f risattningsreglerande 
yttre holje eller e j , och speciellt for moj liggorande av 
injektion, suspenderas de torra mikropartiklarna i ett 
lampligt medium. S&dana medier samt forfaranden i dessa 
avseenden ar val kanda inom omrcidet och torde inte behova 
beskrivas narmare har, Sjalva injektionen kan goras genom 
en lamplig kanyl eller med en kanylfri injektor. Det ar 
ocksA mojligt att injicera mikropartiklarna med hjalp av 
en torrpulver injektor, utan att de dessforinnan resuspen- 
deras i ett injektionsmedium. 

Forutom de fordelar som har omtalats ovan galler att 
forfarandet enligt uppfinningen uppvisar den fordelen att 
utbytet av den biologiskt aktiva substansen generellt ar 
hogt, att det ar mojligt att erh&lla ett mycket hogt in- 
nehail av den aktiva substansen i mikropartiklarna under 
bibehAllande av substansens bioaktivitet , att de erh&llna 
mikropartiklarna har ratt storleksf ordelning for anvand- 
ning for parenteral, reglerad (t.ex. fordrojd eller for- 
lingd) frisattning, dS de ar" f or' stora f or - att fagooyte- 
ras av makrofager och tillrackligt smi for att kunna in- 
jiceras genom sm& kanyler, t.ex, 23G-2 5G, och att det vid 
nedbrytningen av mikropartiklarna bildas kroppsegna och 
neutrala nedbrytningsprodukter, varigenom man exempelvis 
kan undvika att den aktiva substansen utsattes for ett 
alltfor l&gt pH-varde. Dessutom ar sjalva forfarandet 
synnerligen val lampat for rigords kvalitetskontroll , 

Forfarandet enligt uppfinningen ar speciellt intres- 
sant" i "sambarid med^ proteiner , pept-ider-, - polypept ider., por_ 
lynukleotider och polysackarider eller generellt andra 
lakemedel eller biologiskt aktiva substanser som ar kans- 
liga for eller instabila i exempelvis organiska losnings- 
medel. Rekombinant framstallda proteiner ar en mycket in- 
tressant grupp av biologiskt aktiva substanser. Allmant 
sett galler dock att uppfinningen inte ar begransad till 
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narvaro av s^dana substanser, eftersom uppf inningsiden ar 
tillampbar p& vilken som heist biologiskt aktiv substans, 
som kan anvandas for parenteral administration, Forutom i 
samband med kanslighets- eller instabilitetsproblem kan 
5 uppfinningen sAlunda ocksA vara av speciellt intresse i 
s^dana fall dar det annars skulle vara sv&rt att avlagsna 
losningsmedel eller dar toxikologiska eller andra miljo- 
massiga problem skulle kunna upptrada. 

Exempel pA biologiskt aktiva substanser av ovan an- 

10 givet slag ar tillvaxthormon, erytropoietin, interferon 
(a,p,y-typ), vaccin, epidermalt t illvaxthormon, Faktor 
IV, V, VI, VII, VIII och IX, LHRH-analog, insulin, makro- 
f agkolonistimulerande faktor, granulocytkolonistimuleran- 
de faktor och interleukin. 

15 Anvandbara biologiskt aktiva substanser av typ icke- 

proteinlakemedel kan valjas ur foljande grupper: 

Antitumormedel , antibiotika, antiinf lammatoriska me- 
del, antihistaminer, sedativa medel, muskelavslappnande 
medel, antiepileptiska medel, antidepressionsmedel , anti- 

20 allergiska medel, bronkodilatatorer , kardiotoniska medel, 
antiarrytmimedel , vasodilatatorer , antidiabetiska medel, 
ant ikoagulerande medel, hemos tat i ska medelT narkotiska 
medel och steroider. 

Enligt en annan aspekt av uppfinningen hanfor sig 

2 5 denna ocks& till nya mikropartiklar av det slag som kan 

framstallas medelst forfarandet enligt uppfinningen, De 
nya mikropartiklarna enligt uppfinningen ar emellertid 
inte begransade till s&dana som kan framstallas medelst 
namnda forfarande utan omfattar alia mikropartiklar av 

3 0 if r&gavarande slag oberoende av f ramstallningsmetodiken. 
~" Narma"re bestamt ar det frAga-om mikropartiklar lam--- 

pade for parenteral administration, f oretradesvis via in- 
jektion, pS. ett daggdjur, speciellt manniska, och inne- 
hillande en biologiskt aktiv substans, vilka mikropartik- 
3 5 lar vasentligen har samma egenskaper som de mikropartik- 
lar vilka kan erh&llas medelst det ovan beskrivna forfa- 
randet . 
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Enligt en aspekt av uppfinningen represent eras dessa 
av mikropartiklar, vilka vasentligen best&r av parente- 
ral t administrerbar bionedbrytbar starkelse som matris, 
vilken inneh^ller den biologiskt aktiva substansen i va- 
5 sentligen icke-kemiskt komplexbunden form och i form av 
fasta partiklar med en medelstorlek inom omr&det 0,05- 
30|im. 

Med medelstorlek menas harvid vanligtvis medeldiame- 
ter, itminstone i fallet med sfariska eller i huvudsak 
10 sfariska partiklar. Vid annan konf iguration avses gene- 
rellt medelvarde for storsta utbredning av partikeln i 
ncigon riktning . 

Enligt en ut f oringsf orm av uppfinningen galler har- 
vid att partiklarna av den biologiskt aktiva substansen 
15 ar erhillna genom utfallning, dvs foreligger i utfalld 
form. 

De fasta partiklarna har f oretradesvis en medelstor- 
lek inom omrSdet 0,2-lOnm, annu hellre 0,5-5)am och allra 
heist l-4|am. 

2 0 En annan utf oringsf orm representeras av mikropartik- 

lar, vari starkelsen har ett aminosyrakvaveinnehSll un- 
derst igande 50 ~ixg per g torrvikt starkelse och vil-ka- sak- 
nar kovalent kemisk tvarbindning mellan starkelsemoleky- 
lerna . 

2 5 En annan utf oringsf orm avser mikropart iklar , vari 

starkelsen har ett innehAll overstigande 85 viktprocent 
av amylopektin, for vilket minst 80 viktprocent har en 
medelmolekylvikt inom intervallet 10-1000 kDa . 

Starkelsen kan i ovrigt uppvisa de sardrag som har 
30 omtalats i samband med f orf arandet . 

Foretradesvis "uppvisar- ocksS- mikropartiklarna-_ett 

f risattningsreglerande holje av det slag som har omtalats 
i samband med f orf arandet . Aven betraffande foredragna 
varianter av detta hanvisas till f orf arandet . 

3 5 Andra mikropartiklar enligt uppfinningen ar sAdana, 

vari den biologiskt aktiva substansens bioaktivitet ar 
minst 80%, f oretradesvis minst 90% och heist vasentligen 
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bibehlillen, jamfort med den bioaktivitet som substansen 
uppvisade innan den inforlivades i starkelsen. 

Andra mikropartiklar enligt uppfinningen ar s&dana, 
som ar bionedbrytbara in vitro i narvaro av alfa-amylas 
5 och/eller amyloglukosidas , 

Ytterligare andra ar s&dana som ar bionedbrytbara 
och elimineras frSn vavnad after subkutan eller intramus- 
kular administration. Den biologiskt aktiva substansen ar 
f oretradesvis ett protein och annu hellre ett rekombinant 
10 framstallt protein. 

Proteinet ar f oretradesvis valt bland proteinhormo- 
ner, f oretradesvis tillvaxthormoner , koagulationsf akto- 
rer, f oretradesvis FVII , VII, VIII och IX, LHRH-analoger , 
insulin och insulinanaloger , C-peptid, glukagonliknande 
15 peptider, LHRH-analoger, leptiner, kolonistimulerande 

faktorer, f oretradesvis makrof agkolonistimulerande fak- 
tor, granulocytstimulerande faktor och granulo- 
cyt /makrof agstimulerande faktor, interf eroner , f oretra- 
desvis interferon a, interferon p och interferon % inter- 

2 0 leukiner och rekombinant framstallda vacciner 

Allra heist ar proteinet ett t illvaxthormon, speci- 
ellt ett human't t illvaxthormon (hGH) , " - 

Att den biologiskt aktiva substansen i starkelsema- 
trisen foreligger i vasentligen icke-kemiskt komplexbun- 
25 den form innebar generellt att molf orh&llandet totala me- 
tallkat j oner : biologiskt aktiv substans ar mindre an 
0,2:1. 

Enligt den kanda tekniken ar det i forsta hand zink 
som har utnyttjats for komplexbindning i liknande samman- 

3 0 hang uppvisar s&lunda den fordelen att de vasentligen el- 

ler hel t "s'aknar" sS.dan~zink*, ~ - - 

Annu hellre ar ovannamnda molf orhillande metallkat- 
joner: biologiskt aktiv substans mindre ar 0,1:1, speci- 
ellt mindre an 0,01:1 och allra heist naturligtvis s& 

3 5 nara 0 som mojligt. 

I det fall det ar fr^ga om ett humant tillvaxthormon 

som biologiskt aktiv substans galler att detta foretra- 
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desvis ar ett s&dant, vars inneh&ll av dimerer ar mindre 
an 2 vikt:-%, och annu hellre mindre an 1 vikt-% och av 
polymerer mindre an 0,2 vikt-%, f oretradesvis mindre an 
0,1 vikt-% . 

5 Ytterligare en foredragen utf oringsf orm av mikropar- 

tiklarna enligt uppfinningen ar s&dana vari den biolo- 
giskt aktiva substansen ar humant tillvaxthormon och for 
vilka f risattningskinetiken for namnda hGH bestamd in vi- 
tro karaktariseras av i huvudsak kontinuerlig och jamn 
10 frisattning under minst en vecka. 

Mikropartiklar vilka bildar en parenteral t admini- 
strerbar, bionedbrytbar mikropartikelberedning inne- 
h^llande en biologiskt aktiv substans, vilken under de 
forsta 24 timmarna efter injektion uppvisar en frisatt- 
15 ning av den aktiva subsansen som ar mindre an 30% av den 
totala f risattningen, bestamt ur en koncentration- tid- 
kurva i form av forhSllandet mellan area under kurvan un- 
der namnda forsta 24 timmar och total area under ifr&ga- 
varande kurva , 

20 Foretradesvis galler att f risattningen under de for- 

sta 24 timmarna efter injektionen ar mindre an 20%, fore- 
tradesvis mindre an 15%, annu hellre mindre an 10% och 
allra heist mindre an 5%, av den totala f risattningen . 

Mikropartiklar vilka ger en mikropartikelberedning 
25 av ovan namnda typ, vilken under de forsta 48 timmarna 
efter injektion uppvisar en frisattning av den aktiva 
subsansen dar den maximala koncentrationen i plasma eller 
serum ar mindre an 300% av den maximala koncentrationen 
av den biologiskt aktiva substansen under n^gon tidpunkt 
30 overstigande 4 8 "timmar "e'fter" in jektioli . " 

Namnda maximala koncentration ar foretradesvis mind- 
re an 2 00% och annu hellre mindre an 100% av ifr&gavaran- 
de maximala koncentration. 

Ett annat exempel ar en mikropartikelberedning av 
3 5 ovan namnt slag, vilken uppvisar en frisattning av den 
biologiskt aktiva substansen dar biotillgangligheten av 
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namnda substans ar minst 35% av den biot illganglighet som 
erhSlles nar if r&gavarande substans injiceras intravenost 
i loslig form. 

Namnda biotillganglighet ar f oretradesvis minst 45%, 
5 annu hellre minst 50%, av den biotillganglighet som er- 
hailes nar den biologiskt aktiva substansen injiceras 
intravenost . 

Ytterligare ett exempel ar en mikropartikelberedning 
av namnt slag, vilken uppvisar en frisattning av den ak- 

10 tiva substansen karakteriserad av att i den frisattning 

som sker under vilken som heist sammanhangande sjudagars- 
period ar kvoten mellan den hogsta koncentrationen av den 
biologiskt aktiva substansen i serum eller plasma divide - 
rat med medel koncentrationen under namnda sjudagarsperiod 

15 mindre an 5, forutsatt att den valda sjudagarsperioden 
inte inkluderar de forsta 24 timmarna efter injektion. 

Namnda frisattning ar f oretradesvis mindre an 4 
g&nger, annu hellre mindre an 3 ganger och allra heist 
mindre an 2 ginger. 

2 0 En annan mikropartikelberedning som kan erhillas me- 

del st mikropartiklarna enligt uppfinningen uppvisar en 
fris^ttni'rig av den biologiskt' aktiva substansen dar me- 
deluppeh&llstiden for if r&gavarande substans ar minst 4 
dagar . 

25 Foretradesvis ar namnda medeluppehillst id minst 7 

dagar, annu hellre minst 9 dagar, t.ex. minst 11 dagar 
eller speciellt minst 13 dagar. 

De sardrag som har angivits for de ovan presenterade 
mikropartikelberedningarna kan kombineras i vilka som 

3 0 heist lampliga kombinationer • 

~~ " ~For~de olrka karakteristika som har -angivits -for 

mikropartikelberedningen ovan galler mera specifikt att 
det primart ror sig om begreppen MRT, burst och biotill- 
ganglighet . 

3 5 Dessa kan definieras enligt foljande. 
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MRT 

Ett mill med beredningar for kontrollerad frisattning 
ar att fk en forlangd frisattning av det aktiva materia- 
let. Ett m&tt man kan anvanda for att kvantifiera fri- 
5 sattningstiden ar medeluppehillstid eller "mean resi- 
dence time" (MRT) som ar det vedertagna begreppet inom 
f armakokinet ik . 

MRT ar genomsnittstiden som molekylerna som intro- 
ducerats i kroppen uppehAller sig 1 kroppen. (Clinical 
10 Pharmacokinetics. Concepts and Applications. Malcolm 

Rowland and Thomas N, Tozer. 2^"*^ ed. Lea&Febiger, Phila- 
delphia London) 

MRT-vardet kan beraknas frkn plasmakoncentrationsda- 

ta genom foljande f ormel , 
oo 

ItCdt 

15 MRT^^ 

00 

\Cdt 
0 

dar C ar plasmakoncentrationen och t ar tiden 

Burs ^ _ _ . _ _ _ 

Ett vanligt problem med beredningar for kontrollerad 

2 0 frisattning for parenteral t bruk ar att det omedelbart 

efter administrering i kroppen frisatts en stor del av 
lakemedlet under tidig fas. Detta kallas inom facklitte- 
raturen for "burst -effect" Detta beror oftast p& att la- 
kemedlet befinner sig pk ytan av f ormuleringen eller att 
25 formuleringen(som kan bestS av mikropartiklar) spricker 
upp. En l&g bursteffekt ar mycket onskvard efter som en 

hogkoncentration av lakemedlet kan vara toxisk och dess- 

utom utnyttjas den del som forsvinner snabbt forsta ti- 
den d&ligt, vilket innebar att mer lakemedel kravs for 

3 0 att uppratthSlla en terapeutiskt nivS av lakemedlet under 

den avsedda behandlingstiden . 

Burst definieras som den andel av lakemedlet som ab- 
sorberas under de forsta 24 timmarna av den totala ande- 
len som absorberas. 
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Matematiskt lean man definiera det med hjalp av "area 
under kurva" -berakningar fr^in plasmakoncentrat ionskurvor . 
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Biotillaanaliahet 

Biotillganglighet ar ett luAtt pS hur stor del av det 
tillforda lakemedlet som absorberas frin administrations- 
stallet till blodet i aktiv form. Biotillganglighet jam- 
10 fors ofta med data fr&n intravenos tillforsel av lakemed- 
let, dar man siledes inte bar n&gra absorptionsbarriarer , 
och kallas dk for absolut biotillganglighet, 

Absolut biotillganglighet definieras enligt foljande 
f ormel : 

15 

Djc-AUQy 

dar AUG x ar area- under -kurvan vardet for den undersokta 
f ormuleringen, AUCiv ar area-under-kurvan vardet for- en 
intravenos tillforsel av lakemedlet, Dx ar dosen av lake- 

2 0 medlet i f ormuleringen och Div ar den intravenosa dosen, 

Bestamningen av f risattningsprof ilen och de farmako- 
kinetiska parametrarna gors f oretradesvis genom djurfor- 
sok. Den meat relevanta arten, pli grund av sin likhet med 
manniska, ar gris. I de fall den biologiskt aktiva sub- 
25 stansen kan inducera ett immunsvar under testet som ris- 
kerar att pSverka bestamningen av de f armakokinetiska pa- 
~ "rame^rarna f or" den~bioTdgiskt aktiva subs tansen bor ham— 
ning av immunsvaret anvandas, t.ex. genom lakemedelsbe- 
handling, vilket ar kant inom teknikomr&det ^ och detaljer 

3 0 kan hamtas ur den vetenskapliga litteraturen, till exem- 

pel Agerso et al, (J.Pharmacol Toxicol 41 (1999) 1-8) 
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Andra intressanta mikropart iklar enligt uppfinningen 
ar sidana som ar bionedbrytbara in vitro i narvaro av 
alfa-amylas och/eller amyloglukosidas . 

Ytterligare foredragna mikropart iklar ar s&dana som 
5 ar bionedbrytbara och elimineras frSn vavnad efter subku- 
tan eller intramuskular administration. 

Vad betraffar bestamningen av den biologiska aktivi- 
teten for mikropart iklarna inneh&llande aktiv substans 
galler att denna f^r ske p& ett for varje enskild biolo- 

10 gisk substans lampligt satt . I de fall bestamningen sker 
i form av djurforsok, inj iceras en viss mangd av den bio- 
logiskt aktiva substansen inforlivad i starkelsemikropar- 
tiklarna, eventuellt efter upplosning av dessa mikropar- 
tiklar enzymatiskt under milda betingelser i forvag och 

15 det biologiska svaret jamfors med det svar som erh&lles 
efter injektion av motsvarande mangd av samma biologiskt 
aktiva substans i en lamplig losning. I de fall utvarde- 
ringen sker in vitro, t ex i provror eller i cellkultur, 
gors den biologiskt aktiva substansen heist helt till- 

20 ganglig fore utvarderingen genom upplosning av starkelse- 
mikropart iklarna enzymatiskt under milda betingelser, 
varefter alttiviteten be'stams och jamfors med aktiviteten 
for en kontrol losning med samma koncentration av ifr^ga- 
varande biologiskt aktiva substans. I alia handelser 

25 galler att utvarderingen skall innefatta eventuella ospe- 
cifika effekter av starkelsemikropartiklarnas nedbryt- 
ningsprodukter . 

EXEMPEL 

3 0 Uppfinningen kommer nu att belysas ytterligare genom 
nedalistSende^i^ke-begran' 

Exempel 1 

Procedur for f ramstallning av hogkoncentrerat/utf allt hGH 
3 5 lampligt for immobilisering med PEG. 

Till 343 mg hGH sattes 10 mM natriumf osf atbuf f ert , 
pH 6,4, till en total volym p& 2,5 ml. PEG med en medel- 
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molekylvikt p& 20000 D loses i samma buffert till en kon- 
centration av 30% under justering av pH till ca 6,4. PEG- 
losningen (25 ml) halls i en bagare med en propeller, 
varefter temperaturen justeras till 15°C och hGH- 
5 losningen (ca 1,25 ml) tillsatts under propel leromrorning 
och blandningen fhr szk i 75 min under fortsatt omror- 
ning. Den erhillna suspensionen centrif ugeras i en Sor- 
vall SS34 (2 0 min vid 5000 rpm) . Supernatanten sugs av 
noggrant , Det utfallda proteinet kan tvattas en gkng med 
10 Na-acetat pH 6,4 innehS.llande 2 mM zinkacetat (10 ml) och 
den erh&llna supernatanten sugas av. 

Exempel 2 

Procedur for immobilisering av PEG-solidif ierat hGH i 
15 starkelsemikrosf arer tillverkade av hoggrenad skjuvad 
starkelse , 

Starkelsemikrosf arer tillverkas frJin skjuvad star- 
kelse med en medelmolekylvikt pa 390 kDa . Starkelsen lo- 
ses genom varmning i 10 mM natriumf osf at , pH 6,4, till en 

20 koncentration av 40% och den erhillna starkelselosningen 
tiliats svalna till ca SS'^C, Darefter blandas 2,1 g av 
den erh&ilna star kerse losningen med" heia- den i Exempel 1- 
framstallda sat sen av hGH, uppsuspenderad i 10 mM natri- 
umacetatbuf fert innehAllande 2 mM zinkacetat, pH 6,4, to- 

25 talt 2,9 ml, under omrorning till en homogen suspension 

av proteinet i starkelselosning bildas . Till den erh^llna 
suspensionen sattes 12 g av en PEG-losning med en kon- 
centration av 42%, dar medelmolekylvikten for PEG ar 20 
kDa. Solidif ieringen initieras vid 4°C i 17 timmar och 

30 avslutas vid 37°C i 6 timmar. De erh&llna starkelsemikro- 
s f Irerna "innehAll ande " hGH- 1 va tt as - 1 re - g&nger med- 38 ml 10 
mM natriumacetatbuf f ert innehillande 2 mM zinkacetat, pH 
6,4, och frystorkas. De erh^llna mikrosf arerna loses upp 
med a-amylas och mangden inforlivat hGh bestams, t.ex. 

35 medelst analys med hogtrycksvatskekromatograf i . Andelen 

dimer och polymer bestams ocks^, t.ex, med hogtrycksvats- 
kekromatograf i . Utbytet av starkelsemikrosf arer inne- 
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hSllande hGH generellt minst 80% och innehSllet av 
hGH, uttryckt som torrvikt, ar kring 15 viktprocent , Pro- 
teinets inneh&ll av dimer ar generellt <1% och av polymer 
<0,1%, vilket visar att proteinet ar acceptabelt for pa- 
5 renteral administration p& manniska. 

Exempel 3 

Procedur for dragering av starkelsemikrosf arer inne- 
h&llande PEG-koncentrerat hGH. 

10 De erhailna hGH-innehAllande starkelsemikrosf arerna 

fr&n Exempel 2 belaggs med ett f risattningsreglerande 
holje av PLGA medelst luf tsuspensionsteknik i enlighet 
med WO97/14408 med anvandande av en blandning best&ende 
av 75% av RG502H och 25% av RG756 (bSda fr&n Boehringer 

15 Ingelheim) . Efter drageringen loses drageringen upp med 
en blandning av metylenklorid och aceton i forh^llandet 
1:3 och efter borttvattande av dessa losningsmedel , t,ex. 
genom upprepad centrif ugering, loses mikrosf arerna upp 
med a-amylas. Innehlillet av hGH bestams, t.ex. genom ana- 

20 lys med hogtrycksvatskekromatograf i . InnehSllet av dime- 
rer och polymer av proteinet bestams ocksA med samma tek- 
~ nik . Innehlillet av protein kan vara -kring -1-1 -viktprocent 
Den andel av proteinet som foreligger i form av dimerer 
ar <2% och av polymer <0,1%, Frisattningskinetiken for 

25 hGH frin de dragerade mikrosf arerna kan bestammas in vi- 
tro och karakteriseras av frcinvaro av en oonskad burst 
och i ovrigt av en kontinuerlig och jamn frisattning med 
en duration av kring en vecka. Med detta forfarande kan 
s&ledes parenteralt administrerbara mikrosfarer lampliga 

3 0 for kontrollerad frisattning av hGH framstallas. 

Exempel 4 

Procedur for f ramstallning av hogkoncentre- 
rat/utfallt hGH lampligt for immobilisering med anvand- 
3 5 ning av PEG, 

Utfallt hGH framstalls enligt Exempel 1 med den and- 
ringen att f§llningen tvattas i histidinbuf f ert , pH 4,9. 
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PATENTKRAV 

1. Forfarande for f ramstallning av parenteralt admi- 
5 nistrerbara mikropartiklar inneh&llande en biologiskt ak- 

tiv substans, vilket innef attar att man 

a) bereder en vattenbaserad loaning av den biologiskt ak- 
tiva substans som ska inforlivas i mikropartiklarna, 

b) blandar den i steg a) erh&llna losningen med en vat- 
10 tenbaserad losning av polyetylenglykol (PEG) under s^- 

dana betingelser att den biologiskt aktiva substansen 
koncentreras och/eller solidif ieras , 

c) eventuellt tvattar den i steg b) erh&llna koncentrera- 
de och/eller solidif ierade biologiskt aktiva substan- 

15 sen, 

d) blandar den i steg b) eller c) erhillna koncentrerade 
och/eller solidif ierade biologiskt aktiva substansen 
med en vattenbaserad starkelselosning , 

e) blandar den i steg d) erh&llna kompositionen med en 

2 0 vattenbaserad losning av en polymer med form^ga att 

bilda ett tv&f as-vattensystem, sA att det bildas en 
emulsion av starkelsedrbppar; vilka inneh&l-ler den- bi- 
ologiskt aktiva substansen som inre fas i en yttre fas 
av namnda polymer losning, 
25 f) bringar eller tillAter de i steg e) erhSllna starkel- 
sedropparna att solidifieras till starkelsemikropar- 
tiklar, 

g) torkar starkelsemikropartiklarna fr^n steg f ) , och 

h) eventuellt applicerar ett f risattningsreglerande holje 

3 0 av en biokompat ibel och bionedbrytbar polymer p& de 

torkade" starkelsemikropartiklarna- frAn- steg f)^ 

2. Forfarande enligt krav 1, vari steg b) ut fores eh 
att solidif ieringen av den biologiskt aktiva substansen 
leder till utf alining av densamma . 

35 3. Forfarande enligt krav 1, vari steg b) utf ores sk 

att solidif ieringen av den biologiskt aktiva substansen 
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leder till en hogviskos losning, vilken uppvisar formSga 
att bilda vid rumstemperatur hanterbara droppar. 

4, Forfarande enligt krav 2 eller 3, vari steg b) 
utfores till en reversibelt solidifierad aktiv substans. 
5 5. Forfarande enligt n&got av kraven 2-4, vari den 

solidif ierade biologiskt aktiva substansen bildar en pel- 
let eller en hogviskos eller fast bottenfas vid centrifu- 
gering eller ul tracentrif ugering . 

6, Forfarande enligt nAgot av de foregAende kraven, 
10 vari man i steg d) utnyttjar en vattenbaserad starkelse- 

losning innefattande starkelse som har ett inneh&ll av 
amylopektin overstigande 85 vikt-%, dar molekylvikten for 
namnda amylopektin ar reducerad, f oretradesvis genom 
skjuvning, sk att minst 80 vikt-% av materialet ligger 
15 inom intervallet 10-10000 kDa. 

7. Forfarande enligt n&got av de foreg&ende kraven, 
vari man i steg d) utnyttjar en vattenbaserad starkelse- 
losning innefattande starkelse som har ett aminosyrakva- 
veinnehall understigande 50 ng per g torrvikt starkelse. 

20 8. Forfarande enligt n&got av de foregSende kraven, 

vari den i steg d) anvanda vattenbaserade starkelselos- 
" ningens ~s tarke Is ekoncent rati on " ar minst 20 vikt-%-.— 

9. Forfarande enligt nSgot av kraven 6-8, vari star- 
kelsen har en renhet av hogst 20 jig, f oretradesvis hogst 

25 10 Jig, heist hogst 5 ^g, ami nosy rakvave per g torrvikt 
starkelse . 

10. Forfarande enligt nigot av kraven 6-9, vari 
starkelsen har ett inneh&ll av amylopektin med namnda re- 
ducerande molekylvikt overstigande 95 vikt-%, foretrades- 

30 vis overstigande 98 vikt-%. 

11:^ Forf arande enligt- n&got^av Graven- 6- 10-, -vari^ mo- 
lekylvikten for namnda amylopektin ar reducerad sk att 
minst 80 vikt-% av materialet ligger inom intervallet 
100-4000 kDa, f oretradesvis 200-1000 kDa, allra heist 
35 300-600 kDa. 
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12. Forfarande enligt nAgot av de foreg&ende kraven, 
vari starkelsen ar sAdan att den kan losas i en koncent- 
ration overstigande 25 vikt-% i vatten. 

13. Forfarande enligt n&got av de foregciende kraven, 
5 vari starkelsen vasentligen saknar kovalent bundna extra 

kemiska grupper av det slag som forekommer i hydroxie- 
tylstarkelse . 

14. Forfarande enligt n&got av de foregAende kraven, 
vari starkelsen har ett endotoxininneh&ll understigande 

10 25 EU/g och inneh&ller mindre an 100 mikroorganismer per 
gram, 

15. Forfarande enligt nSgot av de foregiende kraven, 
vari starkelsen vasentligen ar renad fr&n ytlokaliserade 
proteiner, lipider och endotoxiner medelst tvattning med 

15 vattenbaserad alkali 16sning, molekylviktsreducerad me- 
delst skjuvning och renad fr&n invandiga proteiner me- 
delst j onbyteskromatograf i , f oretradesvis an j onbyteskro- 
matograf i . 

16. Forfarande enligt n&got av kraven 6-15, vari man 
2 0 i steg d) som starkelse ocksA anvander 2-15 vikt-% amylos 

med en medelmolekylvikt inom intervallet 2,5-70 kDa, fo- 
ret 3^a^<^^ssvi~s " 5 - 45" kDa ,~ "dar viktprocentandelen ~ar ' raknat ^pS" 
torrvikt starkelse . 

17. Forfarande enligt nigot av kraven 8-16, vari man 

2 5 i steg d) bereder en losning med en starkelsekoncent ra- 

tion av minst 3 0 vikt-%. 

18. Forfarande enligt n5.got av kraven 6-17, vari man 
i steg d) bereder en losning med en starkelsekoncentra- 
tion av hogst 5 0 vikt-%, f oretradesvis hogst 4 5 vikt-%. 

3 0 19. Forfarande enligt n&got av kraven 6-18, vari den 
vat t enbaserade -s t arkelseiosningen— i— st eg -d)- -bereds- under — 

autoklavering av densamma . 

20. Forfarande enligt n&got av de foreg^ende kraven, 
vari man i steg d) forenar den aktiva substansen med 
35 starkelselosningen vid en temperatur av hogst 60°C, fore- 
tradesvis 20-45''C, speciellt 30-37°C. 



21. Forfarande enligt n&got av de foregciende kraven, 
vari man i steg d) bildar en komposition vari viktforhSl- 
landet mellan starkelse och biologiskt aktiv substans 
ligger inom omr&det fr&n 3:1 till 10000:1. 
5 22. Forfarande enligt nigot av de foreg&ende kraven, 

vari blandningen i steg e) utfores vid en temperatur inom 
omridet 4-50°C, f oretradesvis 10-40*^0, speciellt 10-37*=*C. 

23. Forfarande enligt n&got av de foregSende kraven, 
vari blandningen i steg e) utfores med hjalp av minst en 

10 statisk mixer. 

24. Forfarande enligt n&got av de foreg&ende kraven, 
vari man i steg e) satter polymerlosningen till komposi- 
tionen i minst tvli steg, dar minst en av tillsatserna 
sker efter det att emulsionen har borjat skapas . 

15 25. Forfarande enligt n&got av de foreg&ende kraven, 

vari man i steg e) som vattenbaserad polymer anvander po- 
lyetylenglykol . 

26. Forfarande enligt krav 25, vari polyetylenglyko- 
len har en medelmolekylvikt av 5-35 kDa, f oretradesvis 

20 15-25 kDa, Speciellt ca 20 kDa. 

27. Forfarande enligt n^got av de foregaende kraven, 
vari" man" i" steg" e)~"bridar-starkelsedroppar viika ger den- — 

for mikropartiklarna onskade storleken, f oretradesvis en 
medelpartikeldiameter, i torrt tillst&nd, inom interval- 
25 let 10-200 ^m, f oretradesvis 20-100|am, annu hellre 20- 
SOjam. 

28. Forfarande enligt krav 27, vari man efter steg 
e) tvattar mikropartiklarna, genom filtrering, och even- 
tuellt siktar dem for erhAllande av onskad partikelstor- 

3 0 leksf ordelning. 

2 9 ."" Forf arande enligt nSgot av de-f oreg&ende^kraven,- 

vari solidif ieringen i steg f) sker vid minst tvA tempe- 
raturer, dar inledningen sker vid lagre temperatur an av- 
slutningen. 

35 30. Forfarande enligt krav 29, vari solidif ieringen 

inledningsvis sker inom intervallet 1-20°C, f oretradesvis 
I-IO'^C, speciellt runt 4°C, och avslutningsvis sker inom 
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intervallet 20-55°C, f oretradesvis 25-40*'C, speciellt runt 
37°C. 

31. Forfarande enligt n&got av de foreg&ende kraven, 
vari torkningen i steg g) utfores i form av spraytork- 

5 ning, frystorkning eller vakuutntorkning, f oretradesvis 
f rystorkning . 

32. Forfarande enligt n&got av de foreg&ende kraven, 
vari man som biologiskt aktiv substans inforlivar en sub- 
stans vald ur den grupp som bestir av proteiner, pepti- 

10 der, polypeptider, polynukleot ider och polysackarider , 
speciellt rekombinant framstallda proteiner, 

33. Forfarande enligt nigot av de foreg&ende kraven, 
vari appliceringen av det f risattningsreglerande hoi jet i 
steg h) utfores medelst luf tsuspensionsteknik, 

15 34. Forfarande enligt n&got av de foregSende kraven, 

vari det f risattningsreglerande holjet i steg h) bildas 
av en homo- eller sampolymer inneh^llande alfa- 
hydroxisyraenheter . 

35. Forfarande enligt krav 34, vari alfa- 

2 0 hydroxisyran ar mjolksyra och/eller glykolsyra- 

36. Mikropartiklar lampade for parenteral administ- 
ration/ -foretradesvis-via injektion, p& ett daggdjur, 
speciellt manniska, och inneh&llande en biologiskt aktiv 
substans, vilka vasentligen bestir av parenteralt admini- 

25 strerbar bionedbrytbar starkelse som matris, vilken inne- 
h&ller den biologiskt aktiva substansen i vasentligen 
icke-kemiskt komplexbunden form och i form av fasta par- 
tiklar med en medelstorlek inom omrSdet 0,05-30|im. 

37. Mikropartiklar enligt krav 36, vari den biolo- 

3 0 giskt aktiva substansen ar en utfalld substans. 

_ . 3 8 Mik-ropart-iklar enl-igt - krav -36 -eller-^-3 7-, -vari 

partiklarna av den biologiskt aktiva substansen har en 
medelstorlek inom omr&det 0,2-10|am, f oretradesvis 0,5- 
S^im, annu hellre l-4p.m. 

35 39. Mikropartiklar enligt n&got av kraven 36-38, 

vari starkelsen har ett inneh&ll overstigande 85 vikt-% 
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av amylopektin, for vilket minst 8 0 vikt-% har en medel- 
molekylvikt inom intervallet 10-1000 kDA. 

40. Mikropartiklar enligt nAgot av kraven 36-39, 
vari starkelsen har ett aminosyrakvaveinneh&ll understi- 

5 gande 50 |xg per gram torrvikt starkelse och vilka saknar 
kovalent kemisk tvarbindning mellan starkelsemolekylerna , 

41. Mikropartiklar enligt n&got av kraven 3 6-40, 
vari starkelsen ar sSdan som definieras i nSgot av forfa- 
randekraven 6-16. 

10 42. Mikropartiklar enligt n^got av kraven 36-41, 

vilka har ett f risattningsreglerande holje erh^llet eller 
bildat enligt definitionen i n&got av f orf arandekraven 
33-35. 

43. Mikropartiklar enligt n&got av kraven 36-42, 
15 vari den biologiska substansens bioaktivitet ar minst 

80%, f oretradesvis minst 90% och heist vasentligen bibe- 
hSllen, jamfort med den bioaktivitet som substansen upp- 
visade innan den inforlivades i starkelsen, 

44. Mikropartiklar enligt n&got av kraven 36-43, 

20 vilka ar bionedbrytbara in vitro i narvaro av alfa-amylas 
och/eller amyloglukosidas . 
- - - -45 . -Mikropartiklar enligt nagot av— kraven- 36-44 ,-- 
vilka ar bionedbrytbara och elimineras fr&n vavnad efter 
subkutan eller intramuskular administration. 

2 5 46. Mikropartiklar enligt nAgot av kraven 3 6-45, 

vari den biologiskt aktiva substansen ar vald ur den 
grupp som best&r av proteiner, peptider, polypeptider , 
polynukleotider och polysackarider , 

47. Mikropartiklar enligt krav 46, vari proteinet ar 

3 0 ett rekombinant framstallt protein. 

_,48_. _Mikropartiklar_ enligt _krav _46 eller 47 , - vari- _ 

proteinet ar valt bland tillvaxthormoner , kolonistimule- 
rande faktorer, erytroproteiner , interferoner och vacci- 
ner . 

35 49. Mikropartiklar enligt krav 48, vari proteinet ar 

ar ett tillvaxthormon. 
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50. Mikropartiklar enligt krav 49, vari tillvaxthor- 
monet ar humant tillvaxthormon (hGH) . 

51. Mikropartiklar enligt n&got av kraven 36-50, 
vari inneh&llet av tvSvarda metal Ij oner ar s&dant att 

5 molf orhillandet totala metallkat joner : biologiskt aktiv 
aubstans ar mindre an 0,2:1, f oretradesvis mindre an 
0,1:1, annu hellre mindre an 0,01:1. 

52. Mikropartiklar enligt krav 51, vari de angivna 
molf orhAllandena galler for zink som namnda metall. 

10 53. Mikropartiklar enligt nAgot av kraven 50-52, 

vari det humana tillvaxt hormone ts inneh&ll av dimerer ar 
<2 vikt-%, f oretradesvis <1 vikt-% och av polymerer <0,2 
vikt-%, f oretradesvis <0,1 vikt-%. 

54. Mikropartiklar enligt nigot av kraven 50-53, 
15 vari f risattningskinetiken for hGH bestamd in vitro ka- 

raktariseras av i huvudsak kontinuerlig och jamn frisatt- 
ning under minst en vecka . 

55. Mikropartiklar, vilka ar f ramstallningsbara me- 
delst ett forfarande enligt n&got av kraven 1-35. 
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SAMMANDRAG 



Forfarande for f ramstallning av mikropart iklar inne- 
hAllande biologiskt aktiv substans, vid vilket man bere- 
5 der en vattenbaserad losning av namnda substans, blandar 
denna losning med en vattenbaserad losning av PEG s& att 
substansen koncentreras och/eller solidif ieras, eventu- 
ellt tvattar substansen, blandar substansen med en vat- 
tenbaserad starkelselosning, blandar den komposition som 
10 erhalles efter tillsats av starkelseloaningen med en po- 
lymerlosning, sk att det bildas en emulsion av starkelse- 
droppar i polymer losningen, l&ter starkelsedropparna so- 
lidifieras till mikropart iklar , torkar mikropart iklarna 
och eventuellt applicerar ett f risattningsreglerande hol- 
15 je p& dessa. 

Nya mikropart iklar f ramstallningsbara medelst detta 

forfarande . 
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